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De nombreux travaux ont été consacrés, depuis le début des 
recherches relatives a l'immunité humorale, tant a la nature 
qu’a la différenciation des antigenes microbiens. Au cours de 
ces études, les auteurs ont fréquemment mis en ceuvre, en vue 
de démontrer la multiplicité des antigénes susceptibles d’étre 
formés par une méme espéce microbienne et de les séparer les 
uns des autres, des méthodes emprunlées aux techniques chi- 
miques. 

Le staphylocoque pyogéne nous a paru présenter, pour 
apporter une contribution a celle étude, certains avantages. En 
effet, les procédés utilisés dans la préparation des vaccins 
antistaphylococciques sont assez variés. On peut donc recher- 
cher s'ils se caractérisent par des antigénes propres, ou s ‘ils ne 
constituent, au contraire, que des mélanges en proportions 
diverses, d’antigtnes identiques — en apparence du moins. 

En effet, indépendamment des émulsions microbiennes tuées 
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par la chaleur ou par d'autres moyens, Gratia et ses collabora- 
teurs [4] ont fait connaitre l'emploi, & litre préventif et surtout 
thérapeutique, de bactériophages et de mycolysats. Cel auteur 
a appelé « bactériophage siaphylococcique » le liquide obtenu 
par la lyse bactériophagique de cultures stapbylococciques en 
bouillon, le lysat étant ensuite filtré sur bougie Chamberland. 

D'autre part, il a appelé « mycolysat » le liquide qu’on 
obtient en cultivant le Streptothriz en présence d'une épaisse 
émulsion de staphylocoques dans l'eau distillée. Dans ces con- 
ditions, ainsi que Gratia l’a constaté, émulsion est dissoute; 
filirée sur bougie Chamberlan |, elle fournit un liquide parfai- 
tement limpide. 

D’autre part, certains staphylocoques produisent, comme on 
le sait, znvitro, avec une grande rapidité, une toxine mortelle 
pour certains animaux de laboratoire et capable de dissoudre 
hématies et leucocytes d» lapin. Nous avons pu observer que 
cetle action lytique s’étend aux hématoblastes, ainsi qu’aux 
cellules de divers organes du méme animal [2]. Burnet [3] a 
montré que cette toxine diffuse tres rapidement en dehors du 
corps microbien et passe dans le milieu de culture, méme 
quand celui-ci est solide comme la gélose. Il a montré en outre 
qu’additionnée de formol cetie toxine se transforme aisément 
en anatoxine, et il a appliqué cetle derniére & | immunisation 
d’animaux de laboratoire. . 

Nos recherches sur ce point étarent déji assez avancées, 
lorsque nous avons eu connaissance des résultats obtenus par 
Burnet [3], résultats qui ont été confirmés et étendus par cet 
auteur dans un travail récent [4]. Au reste, si plusieurs de nos 
expériences se rapprochent a dilférents égards de celles de 
Burnet, elles ont eu pour la plus grande partie une autre 
orientation, ayant essentiellement pour but l'étude de certains 
des produits staphylococciques aw point de vue des antigénes 
qu ils contiennent, ainsi que des propriétés des divers sérums 
obtenus par leur emploi dans la vaceination des petits animaux 
de laboratorre. 


Comme divers auteurs et nous-méme l’avons décrit précé- 
demment, on peut obtenir la toxine staphylococcique en se 
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servant de divers milieux, voire les plus usuels, comme la 
gélose et le bouillon. La production en est cependant considé- 
rablement lacilitée, quand le milieu a un pH de 7 a 7,2 et que 
la culture se faiten présence d’une atmosphére contenant une 
certame quantité (au maximum 20 p. 100) d’anhydride carbo- 
nique. Ces conditions sont méme nécessaires & l’obtention de 
toxine aux dépens de certaines souches. 

Par contre, action lytique du bactériophage s'exerce parti- 
euligrement bien dans des cultures de pH =7,6. Or, bien que 
de nombreuses souches slaphylococciques sécrétent leur toxine 
dans des milieux ayant celte réaction, les vaccins dits « bacté- 
rio; bages » ne contiennent pas de toxine. Ils sont dépourvus 
aussi bien de tout pouvoir lytiyue in vitro & Végard des 
hématies de lapin que de toute action toxique in vivo. 

On pourrait présumer que ce fait résulte non de l’absence de 
‘production de toxine lors du développement microbien, mais 
de ‘a destruction par le bactériophage de la toxine formée, 
concurremment & la dissolution par cet agent des germes sta- 
phylococeiques. 

Il n’en est rien : en effet, mis en contact d'une quanlité, 
méme faible, de toxine staphylococcique, le bactériophage, 
méme employé & dose élevée, nen atlénue en rien l’activité. 
Le pouvoir hémolytique zz vitro de la toxine comme son action 
toxique in vivo restent intacts. 

L’absence de toxine dans le vaccin « bactériophage » est due 
a ce que te bactériophage dissout les germes staphylococ- 
cigues, lorsque la culture est encore & ses débuts et que les 
microbes n'ont pas encore sécrété de loxine. 

La tovine est également absente des émulsions micro- 
biennes, lorsque celles-ci sont obtenues de cultures sur gélose 
et que les g-rmes ont été lavés a l'eau physiologique. La toxine 
staphyl .covcique est, en effet, comme nous l’avons dit, parti- 
euliérement dilfusible, de sorte qu'un simple lavage des cocet 
les débarrasse de toute toxine. 


La facilité avee laquelle on peut obtenir, em se servant du 
staphylocoque pyogéne, soit un bouillon toxique susceptible 
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d’étre transformé en anatoxine, soit des vaccins staphylococ- 
ciques (émulsions bactériennes, bactériophage, mycolysat), 
permet de rechercher si, lors de l’immunisation contre un 
cerme déterminé, la production d’une antitoxine requiert 
d’une maniére absolue l’injection de toxine ou d’anatoxine, ou 
si, au contraire, elle peut étre réalisée par l'emploi d’autres 
vaccins issus du méme germe, privés de toxine, mais conle- 
nant des anligenes de méme origine. 

A cette fin, nous avons vacciné des animaux soit au moyen 
d’émulsioas staphylococcique s lavées et tuées par le formol a 
{1 p. 100, soit d’anatoxine, soit de vaccin baclériophage. 

I] nous a été facile de montrer, comme Burnet [3] ]’avait 
déja fait, que le sérum de lapin vacciné contre l’analoxine neu- 
tralise 7n vitro la toxine staphylococcique, de sorte que Vinjec- 
tion de ce mélange sous la peau d’un Japin neuf est absolu- 
ment inoffensive. Mais nous avons constalé qu'au contraire 
Yaddition in vitro & la toxine de sérum de lapin injecté d’émul- 
sion microbienne formolée ou de bactériophage, laisse intacles, 
tout comme le sérum neuf, !es propriétés nocives de la toxine. 
Suivant la dose de toxine employée, le mélange injecté sous la 
peau d’un animal détermine alors soit un cedéme considé- 
rable suivi d’escarre, soit la mort. 

Burnet [3] a montré antérieurement que tout sérum anti- 
staphylococcique qui est antitoxique, neutralise en méme 
temps zn vitro le pouvoir lytique de la staphylotoxine. II n’est 
donc pas étonnant que Gratia et Alexander [5] dune part, 
comme nous-méme de l'autre, ayons observé que le pouvoir 
antilytique du sérum d’animaux vaccinés conte l’analoxine 
est absent dans le sérum de lapins vaccinés par injection 
d’émulsions microbiennes ou de bactériophage. 

La toxine staphylococcique se comporte donc comme un 
antigéne distinct, que l’on obtient aisément grace a cer- 
taines conditions de culture, mais qui fait défaut dans 
plusieurs des produits employés comme vaccins antistaphy- 
lococciques. 

L'utilisation de ces derniers ne provoque pas la formation 
d’antitoxine, malgré les antigénes qu’ils contiennent. La pro- 
duction d’antiloxine réclame la vaccination au moyen de toxine 
ou d’anatoxine. 
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Ramon [6] a mis en évidence, il y a quelques années, la 
propriété que possédent la toxine et lanatoxine diphtéritiques 
d’stre précipitables par le sérum antidiphtéritique. Il a tiré de 
cette propriété un mode de titrage du sérum. 

De méme la toxine et l’anatoxine staphylococciques sont 
précipitées par le sérum anlistaphyloloxique (Burnet [4)). 

Or, l'étude de ce phénoméne confirme, par deux groupes de 
faits, la notion énoncée ci-dessus que la toxine staphylococcique 
constilue un antigéne particulier, netlement distinct des autres 
antigénes provenant du staphylocoque pyogéne. 

Remarquons tout d’abord que les bouillons de culture de 
staphylocoques, filtrés sur bougie Chamberland, ne sont préci- 
pités par un sérum antistaphylotoxique que s’ils contiennent 
de la toxine hémolytique. Lorsqu’un staphylocoque ne produit 
pas 77 vitro de toxine, le liquide filtré est en méme temps privé 
de tout antigéne précipitable par un sérum antilytique. 

D’autre part, nous avons vu précédemment que, mélangé, 
mfme a ftorte dose, & une petite quantité de staph ylotoxine, le 
kactériophage staphylococcique en respecte le pouvoir lytique. 
De méme, il respecte sa propriété d’étre précipitable par un 
sérum antistaphylotoxique. Pouvoir lytique et caractére préci- 
pitable apparaissent ainsi comme étant l’apanage d'une seule 
et méme substance. 

Ce dernier fait permet de rechercher si la dissolution des 
staphylocoques par le bactériophage n’aboutit pas & la mise en 
liberté dans le liquide de substances qui soient comme la toxine 
staphylococcique précipitables par un sérum antistaphylo- 
toxique. Il n’en est rien. 

Disposant d’un slaphylocoque pyogéne ne produisant pas de 
lysine in vi/ro, on le cultive en bouillon de pH = 7,2, pendant 
quatre jours, en présence d’une atmosphére contenant 15 p. 100 
de €O?, conditions favorables a la production de toxine. La 
culture centrifugée nous fournit un liquide qui, aprés filtration 
sur bougie, se montre privé de tout pouvoir lytique ou toxique 
et n’est pas précipité par un sérum antistaphylococcique. Elle 
nous fournit en outre un sédiment trés abondant de cocci, que 
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l'on délaye dans du bouillon de pH = 7,6 et que l’on maintient 
quarante-huit heures & 37°, apres V'avoir additionné de quel- 
ques gouttes de bactériophage staphylococcique. La culture, 
bien clarifiée par comparaison avec un ballon témoin conte- 
nant le méme mélange sans bactériophage, puis filtrée sur 
bougie, se montre riche en bactériophage, mais privée a la fois 
de tout pouvoir lylique ou toxique et de tout EB te précipi- 
table par un sérum antistaphylotoxique. 

Il en est du reste de méme si l’on emploie un staphylocoque 
susceptible de produire d’abondantes quantilés de toxine en 
bouillon de pH =7,2, en atmosphére de CO?. Le sédiment de 
cocci, séparé du liquide toxigue par centrifugation, mis ensuite 
en suspension dans du bouillon de pH=7,6, puis soumis 
pendant deux jours & la lyse par le bactériophage, fournil um 
liquide riche en bactériophage, mais qui nest nt toxique, ni 
lylique, ni précipitable par !e sérum antistaphylotoxique. Le 
méme microbe, aprés nous avoir fourni un liquide contenant 
la toxine précipitable, nous livre donc un lysat bactérien, 
riche en anligénes staphylococciques, mais distincts de l’anti- 
gene toxique. 

Si nous envisageons l’ensembe de ces faits, tout parait se pas- 
sercomme si toxine et antigéne précipitable par un sérum anti- 
toxique se confondaient en une seule et méme substance. Par 
contre, celle-ci semble, au point de vue de la précipitation 
spécifique comme au point de vue de Ja toxicité et du pouvoir 
lytique, distincte des autres antigénes produits par le staphy- 
locoque. 

Cette derniére notion parait ressortir encore, ainsi que nous 
Vavons annoncé plus haut, d’un second groupe de faits : de 
méme que seul est antitoxique et anlilytique le sérum de lapins 
injectés de toxine et d’anatoxine, seul ce sérum précipite la 
toxine et l'anatoxine staphylococciques. Les sérums de lapins 
injectés soit d’émulsions microbiennes formolées, soit de 
« bactériophage staphylococcique », se montrent privés de cette 
derniére propriété, de méme qu ils sont dénués de tout pouvoir 
antilytique ou antiloxique. 

A vrai dire, il arrive par‘ois quun sérum d’animal injecté 
de bactériophage, soil trés légerement antitoxique et trés léga- 
rement précipitant pour la toxine. Hl est vraisemblable que ce 
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fait résulte de ce que, cultivé en bouillon de pH 7,6 en 
présence de baclériophage, le staphylocoyue sécréte parfois 
une petite quantilé de toxine avant de subir la lyse bactério- 
phagique. 

Mais action antitoxique et précipitante d'un seul sérum est 
notablement plus faible que les pouvoirs correspondants des 
antisérums obtenus par linjection de toxine ou d’anatoxine. 
Non seulement ceux-ci sont considérablement plus actifs, mais 
Vintensité de leur pouvoir précipitant respectif est parallele a 
celle de leur activité antitoxique et de leur action antilytique. 


La possibilité de recourir, pour réaliser la vaccination anti- 
staphylocoecique d’animaux de Laboratoire, & des vaccins divers 
(émulsions bactériennes, anatoxine, staphyphage) se différen- 
ciant nettement les uns des autres par la nature de leurs anti- 
génes, quoique ceux-ci soient tous @origine staphylococcique, 
nous a incité & rechercher si certains sont susceplibles de con- 
férer au lapin une résistance particuliérement prononcée contre 
Pinfection staphylococcique expérimentale. 

Nous avons utilisé de la sorte : 

a) Des émulsions de staphylocoques (cultures de vingt- 
quatre heures sur gélose de pH —7,6, délayées dans 25 cent. 
cubes d'eau physiologique additionnée de 1 p. 100 de forma- 
line ef maintenues trois jours a 37° sous l’action de cette 
substance) ; 

) L'anatoxine staphylococcique (cultures en bouillon de 
pil—=T7,2, en atmosphére de CO», filtrées sur bougie aprés 
quatre a six jours, addilionnées de 3 p. 1.000 de formaline et 
maintenues trois jours a 37°) ; 

c) Des cultures staphylococeiques en bouillon de pH =7,6, 
lysses par le bactériophage et fiitrées sur bougie Chamberland; 

d) Un mélange 8 parties égales d’anatoxine et d’émulsions 
bactériennes formolées ; 

e) Un mélange a parties égales d’anatoxine et de bactério- 
phage. 

Aprés avoir recu respectivement, en lespace d’un mois, 
10 injections sous-cutanées de 1 cent. cube a 5 cent. cubes de 
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ces vaccins, les lapins furent éprouvés par injection, soit 
sous-cutanée, soit intraveineuse, de staphylocoques obtenus en 
culiure sur gélose, en dose double de la dose mortelle pour un 
animal neuf. 

Hatons-nous de dire qu’aucun de ces procédés de vaccina- 
tion ne s'est distingué par une efficacité particuli¢rement 
grande. 

Aucun d’eux ne conféra aux animaux une immunilé leur 
permettant de résister al injection intraveineuse. Nous n’avons 
obtenu a cet égard qu'une légéere survie chez les animaux 
vaccinés par les émulsions microbiennes, et une survie nette 
chez les lapins vaccinés par l’anatoxine. 

Les lésions observées 4 l’autopsie s’écartent, a vrai dire, 
d'autant plus de celles que présente l’animal neuf injecté d’une 
dose mortelle dans les veines, que la survie est plus longue. 
L’injection intraveineuse a l’animal neuf des staphylocoyues 
que nous avons utilisés provoque d’abondants exsudals rou- 
geatres dans le péritoine, les cavités pleurales et surtout dans 
la cavité péricardique avec dégénérescence cardiaque et rénale 
et présence du cocci dans le sang. Il est habituel d’observer, 
en outre, des abcts souvent nombreux, siégeant surtout dans 
les reins, mais avec une prédilection particuliére dans le 
muscle cardiaque, qui en est parfois criblé. 

Par contre, chez les animaux vaccinés, survivant quelque 
temps a l'injection intraveineuse, par exemple chez les lapins 
vaccinés par |’anatoxine, on n’observe pas d’exsudats dans les 
eavités splanchniques. Le sang ne donne que parfois une 
culture positive. Les abcés sont rares et petits dans le cceur, le 
foie et les reins. 

Contrairement & ce que l’on observe chez les animaux vac- 
cinés 4 la suite de injection intraveineuse de staphylocoques 
vivants, certains d’entre eux résistent & une injection sous- 
cutanée double de la dose mortelle pour l’animal neuf. Chez 
ce dernier, cette injection détermine la formation d’un cedéme 
sous-cutané rougeatre, extrémement abondant, l’autopsie mon- 
trant les lésions et les épanchements observés & la suite d’une 
injection intraveineuse. 

Par contre, les lapins vaccinés résistent généralement a 
Vinjection sous-cutanée. Celle-ci ne les laisse cependant pas 
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totalement indifférents; elle détermine habituellement la for- 
mation d’un abcés plus ou moins volumineux, contenant un 
pus extr¢mement épais et n’ayant aucune tendance a s’évacuer 
au dehors. 

Cependant, cette résistance relative peut faire défaut chez un 
certain nombre de lapins vaccinés soit par des émulsions bac- 
tériennes formolées, soit par le bactériophage. Dans ce cas, 
Vanimal succombe en présentant des lésions s’écartant peu de 
celles des animaux neufs. 

Par contre, nous avons toujours rencontré cette résistance 
relative chez les animaux vaccinés A l’anatoxine. 

Il est bien évident que cette constatation n’autoriserail nulle- 
ment a conclure a la supériorité de l’analoxine staphylococcique 
comme moyen de vaccination contre le staphylocoque pyogéne. 
Une conclusion semblable serait d’autant moins justifiée que 
ce mode de vaccination, ainsi que nous l’avons vu, ne prévient 
pas les conséquences d’une injection intraveineuse expéri- 
mentale. 

I] nous parait cependant opportun de faire & cet égard une 
remarque : s'il est habituel d’utiliser, en vue de prévenir ou 
de guérir les infections susceptibles de se généraliser dans 
lorganisme, les antigénes contenus dans les émulsions bacté- 
riennes, tuées par le formol ou la chaleur, ou lysées par le 
bactériophage, il est par contre commun d’employer toxine et 
anatoxine pour réaliser l’immunité contre les infections 4 type 
dit localisé. Or, nous venons de voir, la vaccination par l’ana- 
toxine staphylococcique, qui renferme un antigéne propre, 
distinct de ceux des émulsions microbiennes, confére une résis- 
tance relative a l’égard d’une infection qui, chez l’animal neuf, 
conduit habituellement & l’envahissement de l’organisme par 
le germe bactérien. 
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ETUDES SUR L’ULTRAVIRUS TUBERCULEUX 
par G. SANARELLI et A. ALESSANDRINI. 
(Institut d’ Hygiene de V Université de Rome.) 


(PREMIER MBEMOIRE) 


I. — Les ultrafiltres de collodion 
éliminent les objections faites aux autres méthodes 
employées jusqu’a présent pour la démonstration 
de lVultravirus tuberculeux. 


Les critiques et les doutes au sujet de la filtrabilité du virus 
tuberculeux ont été soulevés, surtout en ce qui concerne la 
technique, les erreurs et les défauts de la filtration. 

En entreprenant crs recherches nous avons taché d’éliminer, 
tout d’abord, ces motifs de débat. 

Il y a bien des années que l’un de nous (1) a démontré, le 
premier, le pouvoir filtrant des membranes semi-perméables, 
en introduisant en microbiologie lemploi des sacs de collo- 
dion, qui ont aussi rendu tant de services & la chimie pour 
étude des colloides. 

Sur l'emploi de ces sacs en microbiologie, on a déja publié 
une grande quantitéde travaux, soigneusement cités, jusqu’en 
1921, dans une monographie de L. Verney (2). 

Il est désormais bien démontré que les parois de ces sacs se 
comportent comme des ultrafiltres, c’est-d-dire qu’elles ne se 
laissent traverser ni par les microbes, ni par tout autre élément 
morphologiquement organisé. Elles se laissent, au contraire, 
traverser facilement, 2m vitro, par les liquides dans lesquels on 


(1) Sanarevir, Le cause dell’ immunita naturale contro il carbonchio. La 
Riforma Medica, 189\, vol. I, p. 421. Die Ursachen der natirlichen Immunitat 
gegen den Milzbrand. Centralbl. fiir Bakter., 1891, p. 467. La destruction du 
virus charbonneux sous la peau des animaux sensibles. Ces Annales, 1893, 
p. 820. 

(2) | sacchetti di collodio in microbiologia, Annali d’Igiene, 1921, p. 626. 
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les plonge, et 2m ovo (par exemple dans le péritoine et sous la 
peau) par les sucs organiques. 

Si Von confectionne bien ces ultrafiltres, les microbes qu’on 
y renferme ne peuvent pas en traverser les parois, sauf dans le 
cas ou ces microbes eux-mémes svient capables de produire des 
éléments filtrables. Nous avons vérifié que les sacs de collodion 
bien scellés et contenant des bacilles du tétanos, des bacté- 
ridies du charbon, des vibrions cholériques, des staphyio- 
coques, etc., peuvent rester longtemps dans le périloine ou 
dans le tissu sous-cutané des animaux les plus sensibles (1), 
sans donner lieu & des manifestations pathologiques ni & aucun 
trouble, méme léger. 

A Vintérieur des sacs de collodion, les microbes peuvent se 
multiplier plus ou moins bien, mais ils n’en sortent jamais. 

La question de la perméabilité ou de l’imperméabilité vis-a- 
vis des bacléries, qui a soulevé tant de discussions pour ce qui 
est des filtres ordinair:s de porcelaine ou de terre d’infusoires, 
n'a done aucune raison d’étre pour les ultrafiltres de collodion. 

On doit avant tout remarquer que, par leur tres mince épais- 
seur, ces filtres ne se comportent pas comme les bougies 
filirantes ordimaires. On sait que ces bougies n’arrétent pas 
les microbes comme le feraient des cribles, c’est-a-dire 
parce que leurs pores sont plus petits que les microbes. Elles 
arrétent ceux-ci parce que, en vertu dun phénomeéne bien 
connu d’adsorption, ils sont attirés et fixés par les pores des 
bougies. 

En effet, d’'aprés une étude de Stuart Mudd (2), citée par 
Veratti (3), le diamétre moyen des pores des filtres Berkefeld 
normaux, serait de 4 microns environ, et celui des bougies 
Chamberland L, d’environ 2 microns 1/2. Hauduroy (4) écrit 
que les pores les plus petits des filtres de porcelaine ont un dia- 
métre d’environ 2 microns. Ceux des bougies Berkefeld W ont 


(1) Sanarxtyr, Come si distrugge il virus carbonchioso nel tessuto sotto- 
cutaneo degli animali non immuni. Rivista internazionale d'Igiene, 18914, 
. 454-517. 
(2) Filters and filtration; in M. T. Rivers, Filterables viruses, London, 1928. 
(3) Esiste un virus tubercolare sotto forma diversa del bacillo di Koch? 
Rivista di Patologia e Clinica della Tubercolost, 1930, p. 194. 
(4) Les ultravirus et les formes filtrantes des microbes. Paris, 1929, p. 94 
et 190. 
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un diamétre moyen de 3 A 4 microns; des bougies N, de 5 a 
7 microns; des bougies V, de 8 & 12 microns. 

Casagrandi affirme (4) aussi que, pour les meilleures bougies, 
il est bien difficile que les dimensions des pores soient infé- 
rieures & quelques microns. Done, les pores des filtres ordinaires 
sont toujours plus grands que |’épaisseur de la plupart des bac- 
téries qui est toujours inférieure & 1 micron. 

C’est pour ce motif que, lors de la filtration de liquides con- 
tenant des bactéries & travers les bougies poreuses ordinaires, 
on a soin de ne pas prolonger la filtra‘ion au dela de huit a dix 
minutes et de se limiter & une dépression modérée (ne dépas- 
sant pas 20 cent. de mercure) afin de ne pas s’exposer au 
danger que les bactéries, absorbées d’abord, se déplacent le 
long des parois des canalicules et des lacunes intercommuni- 
cantes des filtres, et passent dans le filtrat. 

Donc, puisqu’il n’est pas exclu que, dans la filtration a 
travers les bougies de porcelaine, puisse se glisser que!que 
faute de la part de l’opérateur, on a craint que, dans la filtration 
de cultures ou de produits tuberculeux, puissent, au leu de 
lultravirus, passer quelques rares bacilles ou des fragments 
bacillaires. C’est ainsi que quelques auteurs prétendent expli- 
quer les résultats positifs des injections de filtrals. Mais cetle 
crainte n’est pas justifiée pour les motifs suivants + 

1° D’abord, parce qu’'avant de commencer la filtration du 
matériel, on ajoute 4 ceJui-ci quelques gouttes de culture d’un 
microbe trés petit, facilement cultivable (par exemple, le 
bacille du choléra des poules), qui sert de contréle; 2° ensuite, 
parce que le processus déterminé chez les cobayes par les 
filtrats tuberculeux est toujours trés différent de celui qui est 
provoqué par une infection bacillaire normale, méme si celle-ci 
est pauctbacillaire. 

On ne peut cependant exclure d’une maniére absolue que, 
malgré toutes les précautions, l'emploi des bougies poreuses 
puisse donner lieu au soupcon d’erreurs. En effet, on connait 
encore trés mal les régles de la filtration, ainsi que la nature 
intime des phénoménes d’adsorption, qui exercent une in- 
fluence importante dans la filtration. 


(1) Studi sull'ultravirus tubercolare. Padova, 1934, p. 7. 
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Ces phénoménes sont surtout influencés par la réaction, acide 
oualcaline, du matériel a filtrer. En général, l’alcalinité facilite 
beaucoup la filtration. On sait, par exemple, que les spores 
d’Aspergillus niger ne passent pas & travers le simple papier a 
filtre si le liquide a une réaction neutre vis-a vis du méthyl- 
orange, tandis que les mémes spores passent trés bien quand 
le liquide est neutre vis-a-vis de la phénolphtaléine. La toxine 
botulinique filtre bien quand elle a un pH — 7,08 5,5, mais ne 
passe plus quand le pH = 4. 

Hauduroy arrive méme a dire (1) qu’ « a l'heure actuelle, il 
nest plus permis de faire une liltration sans indiquer d’une 
fagon précise le pH de la solution dans laquelle se trouve le 
produit ou le microorganisme 8 filtrer ». 

Le signe électrique des bougies exerce aussi une grande 
influence sur la filtration. Les bougies de porcelaine ont une 
charge électrique négative. Mais, si elles sont fabriquées, par 
exemple, avec addition de craie ou d’oxyde de magnésium, elles 
prennent une charge électrique positive. Dans ce cas, comme 
Va demontré Kramer (2), les ultravirus, par exemple celui 
de la maladie de la mosaique du tabac, ainsi que le bactério- 
phage. la toxine diphtérique, etc., ne passent plus. 

La viscosité, le contenu en albumine du liquide a filtrer et la 
possibilité d'un colmatage, ont, eux aussi, leur importance, 
ainsi que la durée de la filtration, la pression, etc. 

Qn comprend donc facilement que, dans certains cas, un 
ultravirus puisse étre arrété par une bougie filtrante, tandis que 
dans d’-utres il filtre sans aucune dilficulté. Il faut aussi 
adimettre qu'une partie plus ou moins notable d'un ultravirus 
s’arréte dans les pores de la bougie. C’est pour cela quon 
recommande d’injecter toujours, chez les animaux d'expérience, 
la plus grande quantilé possible de filtrat. 

Tvlles sont les raisons pour lesquelles, au ILl® Congrés 
national de Microbiologie de Milan (mai 1931), Puntoni (3) a 
dit que « dans toute contribution expérimentale, au sujet des 
virus liltrables, ce qui a le p!us de valeur, ce sont les résultats 
positils et non les résultats négatifs » ! 


(1) Loe: c2t., p= 196: 
(2) Bacterial filters. Journal of Infect. Diseases, vol. XL, 1927, p. 343. 
(3) A li del IIf Congresso Naz. di Microbiologia. Milano, 1931, p. 202. 
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Et cest pourquoi, désirant apporter notre contribution 
a l'étude de Vultravirus tuberculeux, nous avons préfcré 
n’employer que les filtres de collodion. 

Les parois de collodion de nos ultrafiltres, par Jeur extréme 
ténuité et par leur grain homogéne, non seulement ne laissent 
pas passer les microhes visibles, mais elles ne se laissent méme 
pas traverser par diverses substances & l'état colloidal. D’aprés 
les expériences de Stassano et de Beaufort (1), elles ne laissent 
passer que les substances & l'état de molécules. relativement 
petites. Les pores ultracapillaires des sacs de collodion ont un 
diamétre tellement menu qu’aucun élément morphologiquement 
organisé ne peul les franchir. I!s sont invisibles au microscope. 
Bien plus, on ne devrait pasiparler, dans de tels cas, de véritables 
pores, mais de simples espaces intermicellatres. Kn effet, on 
ne doit pas considérer une paroi de collodion comme une couche 
poreuse, mais bien comme une substance gélifiée comparable 
a une membrane cellulaire queleonque. Or, on sait que les 
micelles qui forment les membranes cellulaires n’adhérent pas 
entre elles, qu’elles sont seulement rapprochées les unes des 
autres et séparées par une couche d’eauw gui représente ainsi 
un espace intermicellaire. Le passage & travers les parois de 
collodion n’est done pas un passage par des pores, mais bien a 
travers des espaces intermicellaires. 

On comprend que ces espaces soient d’autant plus petits 
que la paroi de collodion est plus dense, et d’autant plus 
amples au contraire que cetle paroi est moins compacte. 
D’ow la nécessité, dans ce genre de recherches, d@employer des 
sacs de collodion & parois d'une structure aussi uniforme que 
possible. 

Dans ces cas, l’'unité de mesure, comme on le sait, est le m7/- 
hicron qui équivaut & un millieme de micran, ou un millioniéme 
de millimetre. Si Vom veut se former une idée de l’extréme 
petilesse de ces dimensions, on peut penser que le bacille tuber- 
culeux présente de 1.000 4 3.000 millicrons, tandis que les 
dimensions de quelques virus filtrables (herpes, encéphalite, 
rage, vaccin, elc.) ne dépassent pas 30 millicrons,, ¢’est-a-dire 


(1) Le principe lytique transmissible soumis au eritérium del ultrafiltration 
ou filtration moléculaire. C. R. de la Sociélé: de Biologie, 93, 1925, p. 1378. 
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quils ont les dimensions des corpuscules du collargol col- 
loidal (4). 

A cause de cette extréme pelitesse, dont la visibilité ne peut 
pas méme étre appréciée avec les objectifs qui ont les plus 
grandes ouverturés numériques, les ultramicrobes sont invi- 
sibles aux plus puissants grossissements du microscope. 

Les pores des sacs de collodion, par leurs dimensions de quel- 
ques millicrons seulement (quelques auteurs croient méme 
quelles ne dépassent pas un millicron) (2), ne peuvent laisser 
passer des éléments visibles e! par conséyuent ni bacilles tuber- 
culeux, ni fragments de ces bacilles, quoique réduits aux plus 
petites dimensions. 

D’aprés les expériences de H. Meyeringh (3), qui a employé 
les membranes de Zsigmondy-Bachmann (qui ne peuvent étre 
aucunement comparées avec nos membranes de collfodion), le 
B. colt est arrété par des pores de 1,7 micron de diamétre, et le 
vibrion cholérique par des pores de 1-4,3 micron, c’est-a-dire 
1.000 fois plus grands que ceux de nos sacs de collodion pur! 

C’est pour cela que Hauduroy a di! que « les ultravirus sem- 
blent mieux ultrafiltrer que filtrer » Leur passage & travers les 
membranes de collodion est plus facile et plus régulier (4). 

Contre les premiers résultats expérimentaux sur le virus 
tuberculeux filtrable, basés sur limperméabilité absolue des 
sacs de collodion et communiqués par nous dés juillet 1930 (5), 
on a soulevé des objections banales : la possible imperfection 
des sacs ou l’existense de fentes produites dans leurs parois. 

Nous nous hatons de dissiper toute préoccupation de cette 
sorte. D’abord il ya un moyen facile et stir pour vérifier, chaque 
fois, Vintézrité parfatte d'un sac de collodion contenant par 
exemple des bacilles tuberculeux et qui a séjourné pendant 
quelque temps dans le péritoine oudans une poche sous-cutanée 
chez un cobaye ou un lapin. C’est celui-ci, par exemple : 


(4) A. Putcarr, Les ultravirus. La Presse Medicale, 17 mai 1930, p. 675. 

(2) Gli ultrafiltri nella pratica. Diagnostic: e Tecnica di Laboratorio, Napoli 
1930, vol. bk. p. 47. 

(3) Uber Bakterienfiltration mit Zsigmondy-Bachmann-Filtern (Membran- 
filtern) Zet/sch. fiir Hygiene, 1923, 97, p. 116. 

(4) Lo. eit . p. 242. 

(5) Démonstration in vivo et in vitro des formes fillrantes du virus tubercu- 
Jeux. C. R. Soc. de Biologie, 104, 1930, p. 1241. 
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On sait que les bacilles tuberculeux sont doués d’un remar- 
quable pouvoir chimiotactique ou d’altraction vis-a-vis des 
leucocytes. A cause de cela, la fente la plus microscopique du 
sac permettrait une migration leucocytaire si abondante et st 
rapide dans |’intérieur du sac lui-méme, que son contenu serait 
troublé. Ce fait serait remarqué tout de suite. De toute lagon, 
un simple examen microscop:que léverait tous les doutes. 

Nous dirons méme plus. Dés le commencement de nos 
recherches (1929) nous avons voulu nous rendre compte si les 
parois de nos sacs de collodion, introduits dans le périloine de 
cobayes, laissaient passer & l’extérieur certains poisons micro- 
biens de toxicité bien connue. Dans ce but, nous avons intro- 
duit dans le péritoine de quelques cobayes, du poids de 
300 grammes, des sacs de collodion contenant environ 
1.000 doses mortelles de toxine tétanique & lélat sec, préparée 
par | Institut Sérothérapique de Milan et dissoutes dans 1 cent. 
cube de solution physiologique, ou 500 doses mortclles de 
toxine diphtérique préparée par les Laboraloires Scientifiques 
de la Santé Publique de Rome. Aprés une perte de poids tran- 
siloire, tous les cobayes ont survécu. 

En outre, des expériences analogues faites antérieurement 
nous avaient fait constater que les cobayes supporten! impuné- 
ment, dans le péritoine, des sacs de collodion remplis de cul- 
tures charbonneuses sperulées. 

Enfin, il est bien évident que. s'il existe des fentes acciden- 
telles sur les parois des sacs, la sortie des bavilles tuberculeux 
détvrmine toujours une tuberculose vénéralisée typique, jamais 
une tuberculose du type Calmette-Valtis. 

Ces diverses constatations nous avaient, par conséquent, 
démontré que nos sacs élaient corr ctement préparés. 

L’emploi des sacs de collodion nous a donc paru tres indiqué 
pour aborder la solution du probléme de l’existene« si discutée 
de l'ultravirus tuberculeux. A cet “gard nous rap) orions les 
paroles d Hauduroy qui, dans sa monographie des u travirus, 
a mis en évidence les inconvénients yui peuvent 1ésulter de 
l’emploides bougies de porcelaine ou de terre d infu-oires 2 « A 
notre avis, la filtration & travers les parvis des bougies de por- 
celaine, de terre d’infusoires, de kaolin, etc., ne tort plus 
élre ulilisée dans la recherch: scientifique. Ele doit etre 
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remplacée par l’ultrafillration & travers les membranes de col- 
lodion, plus sire, plus constante et qui a toujours donné, quand 
on l’a essayée, de bien meilleurs résultats. » « C’est 1a un pro- 
cédé déja vieux puisquwil ful employé par Sanarelli en 1894 
pour la premiére fois (1). » 


II. — L’emploi des sacs de collodion permet de démontrer, 
d’une facon certaine, 
existence et les principaux caractéres 
de lultravirus tuberculeux. 


1° PREPARATION DES ULTRAFILTRES DE COLLODION. 


Puisque le succés et la valeur de ces recherches dépendent 
de la préparation parfaite des sacs, de leur stérilisation et de 
leur fermeture hermétique, nous pensons qu il ne sera pas inu- 
tile de décrire en détail ces opérations successives. 

A l'Institut dHygiéne de Rome on prépare Jes sacs de collo- 
dion (fig. 1) avec une solution de coton nilrique a 4 p. 100 dans 
de l’alcool-éther; ce qui correspond & peu prés a la composition 
du collodion employé pour la premiére fois par !’un de nous, 
en 1891. 

Voici la formule : 


Alcool a) 96°, en’ centimetres cubesi: 4.9. 5 25... . - 250 
Hihersoo5oren scentimetresscubess 2945) 44 6 a wie 750 
COLON MUO, Ganmnmnes, G4 6 6 o ono oe 8 40 


Le petit cylindre de collodion est confectionné en plongeant 
la baguette de verre, savoir le moule, par trois fois consécutives 
dans le collodion jusqu’au niveau désiré, en ayant soin de laisser 
chaque fois évaporer quelque peu d’éther. On obtient ainsi un 
sac avec des parois en triple couche. 

Aprés avoir été le moule, le petit cylindre de collodion (6) 
est plongé et tenu pendant une semaine dans de I’alcool a 70°, 
ou il acquiert la résistance nécessaire pour étre ensuile fixé et 


(1) Loe. cit., 189, p. 8. 
Annales de l'Institut Pasteur, t. XLYIII, n° 2, 1932. 41 
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serré solidement avec un fil de soie stérilis¢, autour d’une 
petite ampoule de 1 cent. cube coupée a moilié (a ec). 

Le coletle lien de soie sont ensuite recouverts d'une couche 
dense de collodion (d). 

Pendant toutes ces opérations on doit procéder avee 
vitesse et dextérilé afin d’éviter un desséchement excessif du 
sac de collodion. Confectionné ainsi, le sac est prét a élre 
stérilisé. 


STERILISATION DES ULTRAFILTRES — C’est une opération d’im por- 
tance fondamentale, car il s'agit d’obtenir cette stérilisation 
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sans nuire a la solidité, ni a Vélasticité, ni a la perméabilité 
des sacs, 

Toutes les méthodes indiquées dans les traités présentent des 
défauts. L’emploi de l’autoclave, dela vapeur, le dénitrage, etc., 
ne sont pas a recommander. Maleré toutes les précautions, ces 
procédés rendent les sacs presque inutilisables. 

Notre pratique nous.a conduit & employer le procédé suivant 
qui nous a paru recommandable & tous égards, 

Aussit6t qu’on a extrait les sacs de l’alcool, on les vide au 
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moyen d'une pipette stérile et on substitue al’aleool un désin- 
feclant qui a la composition suivante : 


Acide phénique, en grammes. . . 2 
Acide tartrique, en grammes . ent em bse’ Ks 2 
Kau distillée, en centimétres cubes. .......... 400 


Lorsqu’on a rempli les sacs avec ce désinfectant, on les place 
dans de grandes éprouvettes remplies du méme liquide, de 
maniére que le sac, effilure comprise. y reste entiérement plongé. 
Ces éprouvettes doivent demeurer dans I’étuve & 37° pendant 
quatre jours. 

Apres ce traitement, on peut considérer les sacs comme par- 
faitement stériles, sans qu’ils aient été le moindrement endom- 
magés, et les spores les plus résistanles ont été tuées. 

Aprés le quatriéme jour, on extrait les sacs des éprouvettes 
et, au moyen de pipettes, on remplace le désinfectant par de 
Yeau distillée stérilisée avec laquelle, en méme temps, on 
effectue un soigneux lavage de lVintérieur des sacs. Ensuite, cn 
passe et on plonge complétement ces derniers dans d’aulres 
grandes éprouvettes remplies d’eau distillée stérilisée, dans 
laquelle ils sont laissés pendant une semaine au moins, afin 
que les parois de collodion puissent se débarrasser des plus 
petites traces du désinfectant. 

Apres cela, les sacs sont préts pour étre ulilisés. On peut les 
laisser dans leurs éprouveltes, dans l'eau distillée, pendant un 
temps quelconque. 


REMPLISSAGE DES ULTRAFILTRES. — Lorsqu’on veut utiliser ces 
sacs, on les extrait avec précaution, au moyen de pinces 
flambées, de leurs é6prouvettes. Avec une pipette, on en aspire 
Veau et & l'aide d'une autre pipette trés effilée on introduit a 
travers leffilure du sac la culture microbienne ou le matériel 
infectant, en ayant soin de ne pas déterminer le moindre reflux 
par louverture. Aprés cela on scelle l'effilure & la flamme 
d’une veilleuse, le plus prés possible du col de lampoule (d). 

A ce moment l’opération, exécutée avec toutes les précau- 
tions nécessaires, pourrait étre considérée comme terminée. 
Mais, pour exclure de la maniére la plus absolue toute possi- 
bilité d’imperfections accidentelles au niveau du point le plus 
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vulnérable, savoir au niveau de la soudure, on pratiquera une 
derniére opération. 

On saisit avec une pince bivalve le sac vers son fond et on le 
plonge par l’extrémité opposée, c’est-a-dire par le bout scellé & 
la flamme et muni du lien de soie, deux ou trois fois et sur une 
certaine hauteur, dans de Ja résine maslic tenue en fusion sur 
la flamme. 

Le mastic que nous employons est constitué comme suit : 


Térébenthine de Venise . . Be Pe 
Golophane = ot ope nen ee ee anvle sme males: 
Gomure Jaqiie 2a. | aecrva- eee 


Ce mastic 4 l’état de fusion atteint 150° et méme plus. 

Aprés la double ou triple immersion dans le mastic, le sac 
est couvert et protégé au niveau de son col ainsi que de son 
extrémité scellée & la flamme, par une calotte robuste, hermé- 
tique, imperméable et bien adhérente (e). 

Au cours de ces diverses opérations, on a soin de déposer, & 
chaque phase, les sacs dans des boiles de Petri stérilisées. Les 
opérations terminées, pour éviter le desséchement des sacs, on 
verse dans les boites un peu d’eau stérilisée. 

Quoique toutes ces phases de la confection des sacs puissent 
sembler fort compliquées, dans la pratique elles sont assez 
faciles. Avec un peu d’apprentissage, on réussit A les exéculer 
avec rapidité et aseptiquement, de telle sorte que les sacs 
peuvent ensuite étre plongés directement dans des tubes de 
bouillon ou dans des milieux solides liquéfiés (gélatine ou 
gélose), sans qu’il en résulte de contaminations par des germes 
accidentels. 

L’opération la plus longue et la moins facile est, sans doute, 
celle de la confection des sacs. Hille exige au moins une vingtaine 
de jours et une certaine pratique qu’un lechnicien intelligent 
acquiert aisément. 


2° INFECTION PAR L’ULTRAVIRUS TUBERCULEUX [CHEZ LES COBAYES. 


Nous avons commencé nos expériences sur l’ultravirus 
tuberculeux, par lintroduction, dans le péritoine de cobayes, 


x 


de sacs de collodion remplis & moitié avec une émulsion ‘de 
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bacilles tuberculeux, provenant de cultures jeunes (de six 
jours) sur pomme de terre elycérinée et émulsionnée dans du 
liquite de Sauton. 

L’emploi des sacs de collodion pour mettre en évidence le 
virus tuberculeux filtrable, a été aussi adopté par Manfredi et 
Perrino (1), qui en ont fail mention dans une note préliminaire 
au Cong: és national antituberculeux de Palerme (octobre 1929). 
Ultérieurement ces auteurs ont confirmé et mieux précisé leurs 
recherches dans une deuxiéme note publiée en janvier 1931 (2). 

Ils ont d’abord cultivé les bacilles tuberculeux dans du bouil- 
lon glycériné additionné de saponinea 1 p. 100, et ils ont constaté 
que les filtrats de ces cultures déterminaient chez les cobayes 
une tuberculose atypique, non évolutive, c’es{-a-dire le tableau 
caractéristigue de la tuberculose par ultravirus. Auparavant, 
les mémes auteurs n’avaient pu observer ce tableau morbide 
aprés l’injection de filtrats de cultures tuberculeuses dévelop- 
pées dans le bouillon glycériné simple ou dans d'autres milieux 
non additionnés de saponine. 

Evidemment, l’addition de cette substance, déja ulilisée par 
les savants japonais R. Arima, K. Aoyama et J. Ohnava (3), 
pour obtenir l’atténuation des bacilles tubervuleux, facilite la 
production du virus filtrable ou son passage a travers les pores 
des bougies de porcelaine. 

Mais, non satisfaits de cet important résultat de leurs 
recherches, Manfredi et Perrino ont introduit, dans le péritoine 
des cobayes, des sacs de collodion remplis de filtrats de cul- 
tures en bouillon additionnés de saponine et ont observé, en 
général, chez leurs animaux sacrifiés au bont de deux a trois 
mois, une réaction lympho-ganglionnaire non évolutive, éphé- 
meére et aboutissant & la guérison. 

En somme, ces auteurs ont constaté que Vultravirus tuber- 
culeux qui a déja traversé un fillre de porcelaine est encore 
capable de traverser un ultrafiltre de collodion et de délerminer 
chez le cobaye des effets pathogénes manifestes. 


(1) In tema di filtrabilita del virus tubercolare. Rivista Sanitaria Siciliana, 
45 ottobre 1929, p. 1383. 

(2) Virus tubercolare filtrabile e tubercolosi atipica sperimentale. Rivista 
Sanitaria Siciliana, 15 febbraio 1931, p. 283. 

(3) Ueber ein neues spezifisches Tuberkuloseschutz und heilmittel. Deutsche 
mediz. Wochenschrift, 23 mai 1924, p. 666. 
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Puisque l'activité et la dose de Vultravirus étaient sans 
doute faibles, on peut s’expliquer pourquoi Manfredi et Perrine 
n’ont pas pu observer chez leurs animaux des issues mortelles: 
et, par conséquent, des lésions spécifiques. 

Dans nos expériences, au contraire, les sacs de collodion, au 
lieu de contenir du filtrat. contenaient le virus. On comprend 
donc que nos résultats aient été différents. 

En effet, dés notre premiére note, communiquée le 19 juillet 
1930 ala Société de Biologie, nous avons décrit les manitesta- 
tions morbides ob!enurs par nous a la suite de l’introduction 
de sacs bacilliféres dans le péritomme de cobayes. Actuellement 
nous n’avons pas beaucoup a y ajouter. 

Le nombre des cobayes sacrifiés par nous au cours de ces trois 
années d’expériences a teint maintenant plusieurs centaines et 
les protocoles qui s’y réferent ont rempli les pages de plusieurs 
registres. Nous nous bornerons 4 esquisser, par conséquent, 
nos récents résultats en tan! qwils présentent de nouvelles 
acquisitions sur la biologie de Lultravirus et sur son action 
pathogéne pour l’organisme animal. 

Chez nos cobayes, porteurs de sacs bacilliféres dans leur péri- 
toine, on n’a jamais constaté d’infection éphémére ou guéris— 
sable, caractérisée par les trois phases bien conmues : amai- 
grissement, rétablissement et survie, ainsi que l’ont observé 
eénéralement les auteurs, chez les cobayes ino-ulés avec des 
filtrats tuberculenx. Nos cobayes, d’un poids quelconque, 
succombaient au contraire tous. En effet, parmi les avantages 
qui ressortent de l'emploi des sacs de collodion contenant du 
virus tuberculeux vis-a-vis des aulres méthodes en usage pour 
Pétude de son ultravirus, il y a aussi celui de permetire l’em- 
ploi de cobayes de toute taille. Méme les cobayes de plus de 
500 grammes, quand ils ont regu le sac bacillifére dans le péri- 
toine, succombent t6! on tard a l’action pathogéne de | ultra- 
virus, présentant réguliérement le tableau de la tuberculose 
type Calmette-Valtis. 

Le sac bacillifere constitue un foyer vivant, des parois 
duquel sor! incessamment lultravirus. Les effets en sont com- 
parables a ceux que réaliseraien! des réinoculations multiples, 
successives et rapprochées de filtrats. Ce traitement aboutirait, 
tot ou tard, a épuiser toute résistance et a tuer les animaux. 
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Nous avons employé la souche de tuberculose bovine Vallée, 
dont la virulence est bien connue dans tous les laboratoires. 

Les cobayes témoins de poids moyen (350-450 grammes), 
inoculés dans le péritoine avec 1/100 de milligramme d’une 
émulsion légére de ces bacilles développés sur pomme de 
terre, sont toujours moris en trois ou quatre mois, méme 
apres avoir présenlé des augmentations de poids, montrant a 
Vautopsie le tableau classique de la tuberculose généralisée. 

Parfois les cobayes qui ont recu un sac bacillifére dans le 
péritoine ne semblent d’abord pas en souffrir. Bien plus, il 
arrive que l’on constate des augmentations de poids. Mais, tot 
ou tard, en général au bout d'une vingtaine de jours, les ani- 
maux commencent 4 maigrir plus ou moins lentement, devien- 
nent cachecliques et finissent par succomber dans un laps de 
lemps trés variable, de cinquante, quatre-vingts, cent jours. 
Dans des cas exceptionnels, les animaux peuvent, en maigris- 
sant progressivement, succomber aussi au bout de vingt-cing 
jours seulement. 

Le tableau habituel que l’on trouve & l’aulopsie est, & peu 
de chose prés, celui décrit dans les trois protocoles que nous 
croyons utile de rapporter ici, avec les résultats des réinocu- 
lations en séries faites en parlant toujours de cobaves ayant suc- 
combé a lultravirus, ou sacrifiés & une phase avancée du pro- 
cessus morbide provoqué par lui. La reproduction intégrale de 
ces protocoles, choisis parmi les plus démonstratifs, représente 
autant de tableaux qui font ressortir d'une fagon évidente l’ac- 
tion pathogéne et la biologie de lultravirus tuberculeux. 

Le premier protocole a pour point de départ un cobaye 
mort aprés ving!-lrois jours seulement et présentant a l’au- 
topsie un tableau sans caracléres nets, avec recherches bacillo- 
scopiques négatives. 

Le deuxiéme commence avec un cobaye mort aprés cinquante- 
sept jours, c’est-a-dire aprés la période de temps la plus 
habituelle et aussi la plus propice pour la recherche. Cette 
période permet, en effet, d observer le tableau anatomique 
le plus grave et, en conséquence, le plus caractéristique de 
infection par l'ultravirus, c’est-a-dire la tuberculose dite du 
type Calmette-Valltis, avec constatation certaine et parfois abon- 
dante de bacilles acido-résistants. 
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Le troisitme concerne un autre groupe d expériences, effec- 
tuées A partir d’un cobaye mort aprés cent quatorze jours. Il 
s'agit d’un cas des moins fréquents, mais, 4 cerlains égards, 


trés intéressant. 
Les trois protocoles sont accompagnés du compte rendu 


abrégé des diverses expériences qui représentent comme la 
filiation des premiéres, dans le but de démontrer lévolution 
ct le comportement de lultravirus au cours ces .passages suc- 
cessifs & travers l’organisme animal. 


Protocole I. 


Cobaye n° 120, de 540 grammes, regoil, le 29 avril 1930, dans le péritoine, 
un sac de collodion contenant une émulsion de bacilles tuberculeux. L’ani- 
mal maigrit rapidement. Le 22 mai, c’est-a-dire vingt-trois jours apres, il 
meurt avec un poids de 370 grammes. 

Ganglions inguinaux normaux. Réaction péritonéale intense; péritoine un 
peu épaissi. Le sac, enveloppé complétement d’un mince exsudat fibrineux 
déja organisé, adhére fortement aux anses inteslinales. Il est intact et plein 
de liquide transparent. Ganglions mésentériques normaux. Les ganglions 
rétro-vésicaux sont a peine visibles. Rate et foie d’aspect normal. Poumons 
quelque peu congestionnés. Les ganglions trachéo-bronchiques se montrent 
un peu volumineux. En résumé, abstraction faite du processus inflamma- 
toire péritonéal, du a Vaction mécanique du sac, ce cobaye ne présente 
aucune altération anatomique qui puisse faire soupconner un processus 
tuberculeux en activité. 

Une longue recherche de bacilles acido-résistants dans les divers organes, 
surtout dans les ganglions lymphatiques, est restée négative. ~ 


PASSAGES EN SERIE DE L'ULTRAVIRUS. 


Malgré ce tableau si insignificatif, on broya avec du sable stérile les divers 
organes et le tissu conjonctif qui enveloppait le sac. On inocula l’émulsion 
le méme jour (22 mai) dans le péritoine du cobaye 145 et dans l’aine des 
cobayes 144 el 146. 

Deuxiéme passage de Vultravirus. Réinoculalion en partant du cobaye 120, 
mort @infection par ultravirus, effectuée le 22 mai 1930. 

Le cobaye (45 (femelle) de 490 grammes, aussitot aprés Vinjection dans le 
péritoine, commence &augmenter progressivement de poids jusqu’aé atteindre, 
au bout de trente-six jours, 750 grammes. Elle est gravide. Le 24 juin, elle 
met bas; depuis, elle commence 4 maigrir rapidement et meurt cinq jours 
plus tard, c’est-a-dire cinquante-six jours apresl injection virulente. Les nou- 
veau-nés furent malheureusement perdus. A l’aulopsic, on trouva les gan- 
glions grossis et caséifiés; épanchement <éro-sanguinolent dans le péritoine ; 
rate grossie, friable, avec réaction folliculaire intense et nombreuses adhé- 
rences avec les organes voisins ; urine légérement albumineuse; ganglions 
rétro-vésicaux grossis; liquile séro-sanguinolent abondant dans la plévre et 
le péricarde. Absence de tubercules. Presence de rares bacilles acido-résis- 
tants dans le ganglion inguinal gauche. 
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Diagnosvic. — Tuberculose type Calmette-Valltis. 

Cultures sur milieux habituels et Al’ceuf négatives. La rate et les ganglions 
inguinaux et rétro-vésicaux de ce cobaye ont été broyés avec du sable 
stérile et inoculés le 18 juillet 1930, dans le péritoine du cobaye 238. de 290 
grammes el dans laine du cobaye 239, de 280 grammes. 

Troisiéme pussage, effeclué le 18 juillet 1930. 

Le cobaye n° 238 meurt quatre-vingt-trois jours aprés linjection virulente, 
pesant 200 grammes et présentant le tableau anatomique de la tuberculose 
classique tubercules disséminés et caséifiés), avec de nombreux bacilles 
acido-résistants dans la rate, le foie et les ganglons trachéo-bronchiques, 
inguinaux et axillaires. 

Le cobaye n° 239 succombe au bout de soixante-quatorze jours, pesant 
240 grammes et présentant le tableau anatomique d'une tuberculose généra- 
lisée typique, avec des tubercules dans les poumons et un abcés au niveau 
de laine, c’est-a-dire au niveau de linjection. Le pus de cet abcés est farci 
de bacilles tuberculeux. Nombre de bacilles acido-résistants se trouvent 
dans tous les ganglions, dans la rate, le foie et les poumons. 

Deuxéeme passage, effectué le 22 mai 1930, en parlant du cobaye 120- 

Le cobaye femelle 144, de 470 grammes, mentionné plus haut, commenca, 
aprés linjeclion dans laine de l’émulsion d’organes provenant du cobaye 120, 
A augmenter progressivement de poids jusqu’a atteindre 700 grammes. Elle 
met bas trente-sept jours aprés et ne pése plus gue 515 grammes. Au bout 
de quatre mois son poids a augmenté de nouveau, jusqu’a 660 grammes. 
Mais le 22 septembre, c’est-a-dire quatre mois aprés, elle commence de nou- 
veau a maigrir lentement et meurt le 21 octobre, soit cinq mois aprés Il’in- 
jection virulente. Elle pesait alors 360 grammes. 

Autopsie : Réaction générale ganglionnaire, avec ganglions trachéo-bron- 
chiques partiellement caséifiés; péritonite plastique avec sérosilé sanguine 
dans le péritoine; rate grossie avec inlense réaction folliculaire; entérite ; 
urine albumineuse; absence de tubercules. Présence de trés rares bacilles 
acido-résistants dans les seuls ganglions inguinaux. 

Cultures négatives. 

En résumé : légére réaction ganglionnaire et splénique sans formation de 
tubercules el avec présence de trés rares bacilles acido-résistants ; tuber- 
culose type Calmette-Valtis. On broya avec du sahle des fragments de rate, 
foie, reins, poumons et ganglions lymphatiques et, apres avoir centrifugé, 
on injecta !’émulsion en partie dans l’aine du cobaye 282 et en partie dans le 
péritoine du cobaye 283. 

Troisiéme passage, effectué le 21 oclobre 1930, en partant du cobaye précédent, 
n° 144, 

Le cobaye 282, de 280 grammes, augmente progressivement de poids. A la 
fin d’aott 1931, c’est-a-dire environ dix mois aprés, il pése 875 grammes et 
‘on peut dire quil a survécu. 

Il en est de méme du cobaye 283, de 240 grammes, qui augmente progress 
sivement de pots. A la fin d’aott 1931, il pesail 530 grammes. 

Deuxiéme passage, effectué le 22 mai 1930, en partant des organes du premier 
cobaye n° 120, mentionné plus haut et tué par Vultravirus : cobaye 146 de 
480 grammes. 

Ce cobaye 146, comme le précédent 144, inoculé dans l’aine avec lémul- 
sion des organes du cobaye 120,augmente progressivement de poids pendant 
deux mois environ, atteignant 615 grammes. Mais aussitét aprés, il com- 
mence a maigrir et le 25 aout, c’est-a-dire trois mois aprés Vinjection, son 


160 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


poids est revenu au chiffre initial : 480 grammes. I! succombe le 9 octobre, 
soit cent quarante el un jours aprés Vinjection virulente, pesant 260 gram- 
mes. 

A l'autopsie, on trouve les ganglions inguinaux, rétro-vésicaux et trachéo- 
bronchiques grossis et partiellement caséifiés. Le péritoine est épaissi et. 
renferme de la sérosilé sanguine; inltestin hyperémié, rate grossie avec 
réaction folliculaire intense, sans tubercules, mais présentant plusieurs 
adhérences avec les organes voisins; urine albumineuse. C’est & peu pres 
le méme tableau que pour le cobaye 4145. Rares bacilles acido-résistants: 
dans les ganglions inguinaux et trachéo-bronchiques. On broie les organes- 
et on les inocule dans laine du cobaye 241. ey 

Troisiéme pussage, effectué le 9 octobre 1930. 

Le cobaye 244 meurt quatre-vingt-quatorze jours aprés linjection viru— 
lente: poids : 225 grammes; tableau de la tuberculose généralisée. Nom-— 
breux bacilles acido-résistants dans tous les organes. 


Le tableau ci-annexé résume et expose d’une maniére 
schématique, mais plus claire, la succession des diverses 
expériences décrite dans ce protocole I, dont on peut tirer les. 
conclusions suivantes : 

1° L’ultravirus tuberculeux peut traverser les parois d’un 
ultrafiltre de collodion introduit dans le périloine d'un cobaye 
et tuer animal dans un laps de temps relativement court, 
sans qu’a l’autopsie on rencontre des allérations anatomiques. 
visibles et sans qu'il soit possible de constater, dans les organes, 
la présence de bacilles ou de grinulations acido-résistants ; 

2° Mais la réinoculation (deuxiime passage) d-s organes 
provenant d’un cobaye tué de la sorte par lultravirus, bien 
que conservant encore son aspect normal et se montrant 
négatif a la bacilloscopie, peut déterminer la mort des cobayes 
ap'és un laps de temps variable, de cinquante-six jours & cing 
mois, aprés avoir produit chez ces animaux des lésions spéci- 
fiques dans les organes lymphatiques, avec présence de bacilles 
acido-résistants, mais sans tubercules (tuberculose du type 
Calmette-Valtis) ; 

3° Les réineculations d’organes manifestement allérés par le 
virus tuberculeux et contenant, quoique en petite quantité, des 
bacilles acido-résistants, peuvent, aprés un troisiéme passage, 
rester dans quelques cas sans effet, mais elles peuvent aussi 
déterminer la mort par tuberculuse disséminée. Dans ce cas, 
Pultravirus montre qu'il a recouvré son pouvoir tub-reuligeéne 
caractéristique, accompagné de l’apparition de bacilles acido- 
résistants. 
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Protocole II. 


Cobaye n° 120, de 610 grammes, recoil dans le péritoine, le 7 mai 1930, un 
sac de collodion contenant des bacilles tuberculeux. Il commence tout de 
suite A diminuer de poids, et comme, au bout de cinquante-sept jours, il 
pése 450 grammes, on le sacrifie (3 juillet) (4). 

Péritonite plastique trés intense. Péritoine revétu d’une couenne épaisse 
et résistante qui enveloppe et emprisonne, comme dans un étui, tout le 
paquet intestinal. Cette couenne est constituée par du tissu conjonctif en 
voie d’organisation. Au niveau du cété gauche de l’abdomen, il y a une 
grosse plaque de tissu de néoformation, trés résistant, d’aspect fibreux, ana- 
logue A la couenne péritonéale. Dans quelques points, les anses intestinales 
adhérent ala couenne. Abondante sérosité sanguinolente dans le péritoine. 
Epiploon fort épaissi. Rate hypertrophiée, trés friable, adhérente 4 l’estomac 
et aux anses intestinales, mais sans tubercules. Foie pale et sans tubercules. 
Rein d’aspect normal, mais urine albumineuse. Cavité pleurale contenant du 
liquide séro-hémorragique. Remarquable gonflement des ganglions de laine 
et des trachéo-bronchiques, mais sans caséification. Le sac de collodion est 
intact et complétement libre parmi les anses intestinales ; il est enveloppé, 
comme dans un doigt de gant, d'une mince membrane conjonctive, compacte 
et résistante, de couleur blanchatre. Son contenu est limpide . les bacilles 
tuberculeux y sont comme agglutinés el groupés en petits amas. 

Les frottis des ganglions inguinaux, trachéo-bronchiques et épiploiques 
montrent des bacilles faiblement acido-résistants, isolés ou réunis en petits 
amas, d’aspect généralement granuleux. On rencontre quelques bacilles fai- 
blement acido-résistants, méme dans l’enveloppe conjonctive qui revét le sac. 

Cultures, sur les milieux ordinaires et A l'ceuf, négatives. 

En résumé, tableau caractéristique d’une tuberculose ganglionnaire aty- 
pique par virus filtrable, type Calmette-Valtis, avec trés intense réaction 
inflammatoire péritonéale et présence de bacilles acido-résistants. 

@) PASSAGE DU SAC BACILLIFERE DE PERITOINE A PERITOINE. 

Deuxiéme passage du sac de collodion. 

Pour vérifier si, aprés avoir séjourné pendant deux mois environ dans le 
péritoine du cobaye 129, le sac contenant les bacilles tuberculeux était apte 
a laisser passer encore de l'ultravirus, nous l’'avons lavé pendant deux jours 
dans de l’eau distillée stérilisée, puis dans lalecool A 72° et ensuite nous 
lavons introduit, le 5 juillet 1930, dans le péritoine du cobaye 246, de 
490 grammes. 

Ce cobaye commenga tout de suite a diminuer de poids; au bout de vingt- 
deux jours, on percevait 4 la palpation ses ganglions inguinaux et au bout 
de vingt-six jours il succomba, pesant ‘73 grammes. : 

Légére réaction des ganglions inguinaux, surtout a gauche, mais sans 
caséification. Liquide sanguinolent dans le péritoine. Plaque couenneuse 


(1) Dans quelques cas plus inléressants, il est préférable de sacrifier, a un 
certain moment, l'animal plutot que de le laisser mourir. L’expérience nous 
a démontré que quand les cobayes infectés par lultravirus succombent dans 
un état d amaigrissement avancé ou cachectiques, ils se montrent a Pautopsie 
envahis fréquemment par des infections secondaires polymicrobiennes. Ces 
infections, favorisées peut-étre par lintensité du processus inflammatoire 
péritonéal, génent beaucoup les recherches microscopiques et bactériolo- 
giques el peuvent aussi modifier le tableau anatomique. 
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épaisse, analogue A celle du cobaye 129, qui revét 4 lintérieur la paroi abdo- 
minale et rend difficile |’ouverture de la cavilé péritonéale. Rate fort grossie 
et friable, avec des hypertrophies folliculaires, mais sans tubercules. Urine 
fortement albumineuse. Poumons congestionnés, mais sans tubercules. Gan- 
glions trachéo-bronchiques volumineux, comme des pois chiches, en partie 
caséifiés. Le sac est intact, emprisonné dans les anses intestinales. Bacilles 
acido-résistants isolés ou réu, is en petits amas dans les ganglions inguinaux, 
qui ne sont pas caséifiés. Trés nombre1x bacilles acido-résistants dans les 
ganglions trachéo-bronchiques, tandis quon en rencontre de trés rares dans 
la pulpe splénique. 

Cultures sur milieux ordinaires et 4 Pouf, négatives. 

En résumé, tableau semblable 4 celui du précédent cobaye, n° 129. 

b) PASSAGe EN SERIE DE L’ULTKAVIRUS. 

Troisiéme passage du sac de collodion. 

Aprés l'avoir nettoyé soigneusement dans l'eau, puis dans l’alcool, le méme 
sac a été introduit dans le péritoine du cobaye 242, de 500 grammes, le 
4er aout 1930. 

Cet animal commence, lui aussi, A diminuer de poids et meurt au bout de 
yingt jours, pesant 440 grammes. 

Son tableau anatomique est semblable a celui du cobaye précédent; mais 
Ja péritonite plastique est, ici, A peine marquée. Légére réaction ganglion- 
naire, liquide sanguinolent dans le péritoine; rate grossie et friable, qui 
adhére fortement aux organes voisins; foie et reins d’aspect normal; pas de 
tubercules ; ganglions trachéo-bronchiques grossis et durs. Bacilles acido- 
résistants tres rares dans les ganglions inguinaux el trachéo-bronchiques, 
rares dans la rate. Sac intact. Cultures sur milieux ordinaires et a lceuf, 
négatives. 

En résumé : tableau habituel de la tuberculose ganglionnaire par virus fil- 
trable, type Calmette-Valtis. 

c) COMMENT L’ULIRAVIRUS ACQUIERT D*S PROPRIETES TUBERCULIGENES APRES AVOIR 
PASSE A TRAVERS L'ORGANISME DE TROIS ANIMAUX. 

Ainsi, nous avons constaté que, lors des passages successifs et ininter- 
rompus d’un méme sac de péritoine 4 péritoine, Vultravirus qui y est contenu 
continue a filtrer 4 travers les parois avec une activité renforcée, mais il con- 
serve inalltéré son caractére spécifique, c’est-a-dire le pouvoir d’exercer 
seulement une action phlogogéne et toxique, non tuberculigéne. 

Aprés cela, on a cru opportun de continuer les réinoculations en série a 
partir des organes du cobaye 242, mort le troisiéme et dernier, des effets de 
Yultravirus. 

Réinoculation (deuxiéme passage) effecluée le 20 aott 1930, en partant du 
cobuye 242. 

On injecte dans le péritoine du cobaye 247 et dans laine du cobaye 248, 
Yémulsion obtenue en broyant avec du sable stérile les organes prélevés a 
Vautopsie du cobaye 242. 

Le cobaye 2%7, de 260 grammes, succombe au bout de vingt-neuf jours, 
aprés avoir diminué de poids jusqu’é 1:0 grammes. A l’autopsie, on trouve 
les ganglions inguinaux un peu grossis; péritonite plastique accentuée ; 
liquide sanguinolent dans le péritoine, épaississement du mésentére, nom- 
breuses adhérences des organes abdominaux ; entérile; rate grossie et friable, 
avec tubercules d’apparence miliaire ; foie et reins normaux, urine albu- 
mineuse, épiploon épaissi, avec tubercules caséifiés; ganglions trachéo- 
bronchiques grossis et en partie caséifiés; poumons d’aspect normal. Nom- 
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breux bacilles acido-résistants dans la rate et le foie, plus rares dans les 
ganglions. Cultures sur Jes milieux ordinaires et A l’couf, négatives. 

Diagnostic : tuberculose ganglionnaire et apparition de tubercules dans la 
rate. 

Le cobaye 248, de 340 grammes, maigrit, lui aussi, rapidement et meurt 
au bout de trente-cing jours, pesant 210 grammes. 

Aulopsie: tableau tout a fait analogue 4 ceiui du cobaye 247, mais il y aen 
outre des tubercules d’apparence miliaire méme dans le foie Ganglions 
inguinaux, trachéo-bronchiques et rétro-vésicaux grossis et caséifiés. Poumons 
avec hépatisation mais sans tubercules. Nombreux bacilles acido-résistants 
dans la rate, le foie et les ganglions lymphatiques. Cullures négatives. 

Diagnostic : tuberculose ganglionnaire et enlérite avec apparition de tuber- 
cules dans la :ate el dans le foie. 

Troisiéme passage de Vullravirus, effectué le 19 septembre 1930, en partant du 
cobaye précédent 247. 

On injecte dans le péritoine du cobaye 274, de 340 grammes, une émulsion 
obtenue en broyant avec du sable stérile les organes du cobaye 247. On 
remarque la diminution de poids, immédiate et progressive, mais 4 un moment 
donné l’animal recouvre son poids initial et, 4 de petiles oscillations pres, il 
le conserve jusqu’a peu de jours avant la mort. Il succombe quatre-vingt- 
cing jours aprés linjection virulente. 

Le tableau anatomique indique une tuberculose généralisée avec tuber- 
cules dans les poumons. Nombreux bacilles acido-résistants dans tous les 
organes. Cultures négatives. 

Troisiéme passage de Uultravirus, effectuéen parlant du cobaye 248, le 25 sep- 
fembre 1930 

Une émulsion d’organes du cobaye 248 est injeclée au cobaye 272. Le 
poids de cet animal se maintient presque stationnaire pendant une douzaine 
de jours, puis ilcommence a augmenter. Au bout d un mois il pese 300 grammes ; 
aprés deux mois, 450 grammes et apres soixante-cing jours, 510 grammes. A 
partir du 18 décembre, le poids commence a diminuer légéerement, jusqu’a 
380 grammes J.e 24 janvier, ilest un peu plus élevé : 460 grammes. Le 3 février, 
cest-a-dire aprés quatre mois environ, l’animal meurt, pesant 340 grammes. 

Autopsie . tuberculose généralisée avec nombreux bacilles acido-résistants 
dans tous les organes. 


Des expériences résumées dans ce deuxiéme protocole, et 
représentées graphiquement dans le schéma n° 2, on peut tirer 
les conclusions suivantes : 

1° L’ultravirus provenant d’une culture tuberculeuse enfermée 
dans un sac de collodion ne s épuise pas si le sac passe de péri- 
toine & péritoine plusieurs fois. Bien plus, il semble que Pultra- 
virus augmente graduellement d’activité et de virulence, car il 
tue les cobayes dans un laps de temps de plus en plus court. 
Malgré cela, il garde son lymphotropisme typique et la pro- 
priété de determiner seulement des lésions inflammatoires et 
ganglionnaires plus ou moins accentuées, mais sans production 


de tubercules. 
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2° A partir de l’ullravirus. la premiére formation de tuber- 
cules ne se rencontre, chez les cobayes inoculés, qu’aprés qu il 
a exercé son aclion pathogéne dans |l’organisme de un ou 
deux cobayes. On doit donc conclure que Vullravirus tubercu- 
leux doit d’abord évoluer ou accomplir une sorte de cycle de 
maturation dans les lissus vivants de 1 ou 2 animaux sensibles. 


Protocole III. 


Cobaye n° 121, de 520 grammes (femelle). Recoit, le 29 avril 1930, dans le 
péritoine, un sac de collodion contenant des bacilles tuberculeux. Apres 
quelques variations pondérales pendant une dizaine de jours, elle commence 
a augmenter de poids. Aprés un mois et demi, poids 650 grammes. Deux mois 
apres elle met bas et son poids tombe 4 540 grammes. Apres trois autres 
mois 580 grammes, mais depuis elle commence 4 maigrir et succombe le 
20 aout, c’est-a-dire cent quatorze jours aprés Vintroduction du sac de col- 
lodion; poids 535 grammes. 

Autopsie : ganglions inguinaux volumineux et partiellement caséifiés; péri- 
tonite plastique fortement développée avec beaucoup de sérosité sanguine 
dans le périloine; anses intesltinales en grande partie soudées entre elles 
par des adhérences; rate énorme (environ huit fois les dimensions normales!), 
trés friable, adhérant fortement aux organes voisins, mais sans tubercules; 
foie et reins d’aspect normal; urine forlement albumineuse; poumon droit 
hépatisé, mais sans tubercules; ganglions trachéo-bronchiques gros et 
caséifiés. 

Rares bacilles acido-résistants dans tous les ganglions, non décelables 
dans les autres organes. Cultures négalives. Polyadénite par virus filtrable. 
avec présence de bacilles acido-résistants. Tuberculose type Calmette-Vallis, 

PASSAGE EN SERIE DE L'CLTRAVIRUS. 

Réinoculation (deuxiéme passage) de lVultravirus, effectuée le 20 aowt 1930, en 
pariant du cohaye 121, mort d’infeclion par ultravirus. 

On injecte dans l’aine du cobaye 251, de 300 grammes, et dans le péritoine 
du cobaye 252, de 230 grammes, une émulsion d’organes du cobaye 121, pré- 
parée comme dans les précédentes expériences. Le cobaye 251, aprés 
quelques varialions de poids, meurt quatre-vingt-dix jours aprés l'infection 
virulente. Il pesait alors 270 grammes. 

Aubopsie : polyadénite marquée, ganglions inguinaux qui ont les dimensions 
d'un petit haricot et sont en partie caséifiés; ganglions axillaires gros comme 
des grains de millet; péritoine épaissi et vascularisé, avec sérosilé sanguine; 
entérile; rate fortement grossie, avec hypertrophie folliculaire intense; foie 
congestionné; reins d’aspect normal, urine albumineuse; poumons conges- 
tionnés, ganglions trachéo-bronchiques gros comme des pois et caséifiés. 
Absence de tubercules. Quelques rares bacilles acido-résistants dans tous les 
ganglions et la rale. Cultures négatives. 

"3 Diagnostic : Tuberculose ganglionnaire atypique. 

Le cobaye 252, aprés une courte période d’amaigrissement et d’oscillations 
pondérales, augmente progressivement son poids. Le 28 avril 1931, plus d’un 
an aprés injection virulente, il »pése 750 grammes et se porte trés bien. 

Troisieme passage, effectué le 17 novembre 1930, en partant du cobaye 251. 

Dans laine du cobaye 288 et dans le péritoine du cobaye 259, on injecte, 
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comme dans les précédentes expériences, une émulsion obtenue de divers 
organes du cobaye 251. 

Le cobaye 288 meurt cing jours aprés, de colibacillose. 

Le cobaye 289, aprés avoir présenté quelques variations pondérales, meurt 
le 31 janvier, c'est-d-dire soixante-quatorze jours aprés Vinoculation viru- 
lente. 

A Vautopsie on trouve une tuberculose disséminée dans tous les organes, 
avec Lubercules méme dans les poumons et un gros abcés dans I’épaisseur de 
Ja paroi abdominale. Les ganglions trachéo-bronchiques ont les dimensions 
d'un pois chiche. Bacilles acido-résistants dans l’abces, dans la rate et dans 
les ganglions lymphatiques. 

Cultures sur milieux A l’eeuf : au bout de un mois, développement de 
colonies tuberculeuses Lypiques sur deux lubes de Petroff ensemencés avec 
le contenu d’un ganglion rétro-vésical et avec le pus de l'abcés abdominal. 


Des résultats de cette derniére série d’expériences, graphi- 
quement représentées dans le schéma n° 3, on peut tirer les 
conclusions suivantes : 

1 La durée du processus morbide déterminé chez le cobaye 
par Lultravirus tuberculeux, n’exerce aucune influence sur la 
physionomie des alléralions pathologiques et, par conséquent, 
sur le tableau anatomijue que lon observe 4 Vautopsie. En 
d@autres termes, Vullravirus luberculeux n’est pas capable de 
produire des tubercules, méme aprés une évolution de cent 
quatorze jours dans Vorganisme d’un animal sensible, comme 
Je cobaye. Dans ces expériences aus-i1, nous avons vu que l’ultra- 
virus acquierl le pouvoir tuberculigeéne seulement aprés avoir 
subi trois passages dans lorginisme du cobaye. 

2. De cette série dexpériencrs, ainsi que de celles décrites 
dans le protovole I, il ressor! que des doses assez fortes d’émul- 
sions d’organes contenant dv Vul'ravirus, alors méme qu’elles 
renferment un certain nombre de jeunes bacilles tuberculeux, 
peuvent ¢tre bien ltolérées par des cobayes; ceux-ci résistent 
et survivent. Cela démontre que l'ullravirus, aussi bien que 
les formes initiales ou jeunes des bacilles tubercuteux qui en 
proviennent, quand ils ne sont pas introduits & des doses 
massives ou d'une fagon continue dans Vorganisme du cobaye, 
peuvent se révéler plus ou moins atténués dans leur action 
pathogéne. 

Celie notion, comme nous le verrons aussi dans des ex pé- 
riences ullérieures, explique en partie les insuccés signalés par 
divers auteurs qui se sont engagés dans ce genre de recherches. 
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Ill. — Action pathogéne de l'ultravirus tuberculeux ; 
son évolution dans l’organisme animal et sa culture. 


Aux conclusions qui se dégagent des résultats des trois 
séries d’expériences que nous avons décriles, choisies parmi 
les plus démonstratives, nous désirons ajouter quelques autres 
observations faites pendant nos recherches. Elles concernent le 
comportement de Vultravirus tuberculeux dans lorganisme 
animal et ses propriétés pathogénes. 


1° P&RITONITE PLASTIQUE ET REACTIONS PERITONEALES SPECIFIQUES. 


A l’autopsie des cobayes qui ont succombé & I’action de 
Vultravirus qui a traversé les sacs de collodion, on rencontre 
toujours un processus péritonéal fort caractéristique. Comme 
on l’a déja dit dans ces cas le périloine, qui est demeuré long- 
temps en contact avec les parois du sac, réagit a l’action directe 
de l’ullravirus par la formation d'un exsudat qui, peu a peu, 
sorganise et acquiert l’aspect d'un enduit épais ou d'une 
couenne tras résistante, plus ou moins vascularisée. Il y a 
done production d’une péritonite plastique. 

L'examen microscopique de ce tissu conjonctif de nouvelle 
formation (fixation & la formaline; coloration de van Gieson et 
hématoxyline-éosine) révele les détails histologiques suivants : 

A faible grossissement les préparations se muntrent consti- 
tuées par un tissu homogéne, compacl, avec les caractéres du 
tissu conjonclif jeune. Les mailles du réseau. constituées par 
de petites fibres conjonctives, renferment nombre de fibro- 
blastes que lon reconnait & leur noyau allongé. Dans tous les 
champs du microscope on voit de nombreux vaisseaux coupés, 
de pelit calibre, mais avec leurs parois plus épaisses que celles 
des capillaires. 

L’aspect homogéne du lissu est, par endroits, différencié par 
la présence de groupes de cellules 4 noyau un peu volumineux et 
plucées de maniére & former des nouds de grandeur variable, 
presque ronds ou ovalaires. Ces nwuds sont tormés par des 
cellules diverses. Prés de nombreux lymphocyles on remarque 
des fibroblastes qui, avec leurs ramilications protoplasmiques, 
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forment le tissu de soutien des neeuds. On y observe aussi des 
cellules avec noyau vésiculaire riche en chromatine ; leur 
protoplasme, coloré par l’éosine, acquiert souvent une forme 
quadrangulaire ou allongée, irréguliére. Ces éléments se 
rangent en certains endroits en palissade. Quelques-unes de 
ces cellules, groupées entre elles, forment une sorte de syn- 
cytium avec beaucoup de noyaux; elles rappellent les cellules 
épithélioides. Ga et 1a on rencontre aussi des cellules géantes 
de faibles dimensions, avec de nombreux noyaux qui occupent 
presque complétement le protoplasma ou qui sont situés péri- 
phériquement, suivant la maniére caractéristique bien connue. 
Mais on ne rencontre aucun tubercule. 

En résumé, lultravirus qui agit au contact immédiat de la 
séreuse péritonéale détermine la formation d’un tissu réac- 
tionnel conjonctif compact et riche en vaisseaux, contenant des 
cellules géantes et des cellules épithélioides, sans aucun signe 
de dégénérescence caséeuse. Au contraire, ces formations pré- 
sentent des traces évidentes de régression et de tiansformation 
fibreuse, ce qui démontre la prévalence des fonctions de 
défense des cellules mobilisées par lorganisme infecté contre 
Paction de lultravirus. 

Mais le péritoine, comme organe lymphatique, réagit & 
Pultravirus méme quand on inocule sous la peau de la face 
interne de la cuisse du cobaye, par exemple, du matériel de 
deuxiéme passage 4 bacilloscopie négative. En effet, dans 
ces cas sans tubercules, on trouve constamment aussi, & 
Pautopsie, le signe caractéristique, et, dirons-nous, presque 
spécifique, de la réaction péritonéale, représentée par une 
quantité plus ou moins abondante de sérosité sanzuinolente. 

Voila donc une autre preuve du lymphotropisme trés marqué 
de l’ultravirus tuberculeux. 


2° Les HYPERPLASIES GANGLIONNAIRES. 


On sait que les hyperplasies lymphoganglionnaires consti- 
tuent le caractére anatomique fondamental des infections par 
lultravirus. 

Celui-ci manifeste, de méme que certaines infections tuber- 
culeuses, paucibacillaires décrites dés 1902 par Manfredi et 
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Perrino (1), un lymphotropisme trés caractérisé qui donne au 
tableau pathologique déterminé chez les cobayes, une physio- 
nomie toute particuliére. 

Les ganglions lymphatiques de ces animaux se montrent, 
néanmoins, d’aspect variable. Quelquefois, spécialement lors 
d’un premier passage (premiere étape del’ultravirus), ils peuvent 
se présenter normaux ou presque normaux, méme lorsque le 
cobaye est morten pleine cachexie. Dans ces cas, les recherches 
bacilloscopiyues les plus soignées restent négalives. 

Mais, habituellement, surtout au deuxiéme passage de I’ ultra- 
virus, les ganglions se montrent plus ou moins gontlés, conges- 
tionnés, hémorragiques, avec dégénérescence caséeuse et pré- 
sence de bacilles acido-résistants. Dans quelques cas, leur 
volume acquiert des dimensions exceptionnelles. Chez un 
cobaye (n° 251), les ganglions inguinaux avaient l’aspect de 
petits haricots. Souvent nous avons rencontré les ganglions 
trachéo-bronchiques caséifiés de la grosseur d’un pois. Une 
fois, ils se sont montrés transformés en abcés de la grosseur 
d’un pois chiche. 

Le processus caséogéne commence habituellement, dans les 
ganglions, & parlir du deuxiéme passage; mais parfois, spécia- 
lement dans les cas ot l’infection par Vultravirus a duré long- 
temps, dés le premier passage. 

Les recherches microscopiques ne révélent aucune lésion 
spécifique ni caractéristique. On ne rencontre ni lubercules, ni 
cellules géantes. Il s’agit de simples hyperplasies, avec des 
foyers de nécrose ou hémorragiques circonscrits et une légére 
réaction du tissu réticulo-endothélial. 


3° La RGACTION EPIPLOIQUE. 


L’épiploon, organe lymphatique, réagit, lui aussi, fortement 
4 lultravirus. 

Dans les cas ot le sac bacillifére a élé introduit dans le péri- 
toine, l’ultravirus agit sur l’épiploon méme d’une fagon directe 
et, par conséquent, d'une maniére plus intense, car il empri- 


(1) Experimenteller Beitrag zur Kenntnis der Rolle der Lymphdrisen als 
Schutzmittel gegen Tuberkulose. Centralbl. fiir Bakter., vol. XXXII, 1902, 


p- 295. 
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sonne souvent le sac ou lui adhére plus ou moins largement. 
Il se montre dans ces cas toujours plus ou moins altéré. 

Habituellement, ilse montre épaissi, en proie a un processus 
inflammatoire intense ; souvent il est recroquevillé et tellement 
déformé qu il constitue comme un gros bloc de tissu conjonctif, 
d’aspect couenneux, parlois adhérent a la paroi abdominale au 
niveau de la cicatrice et assez souvent parsemé de pelits abces 
pleins de pus caséeux. 

Parfois, méme au deuxiéme passage de l’ultravirus, nous 
avons trouvé l’épiplocn transformé en une poche volumineuse 
purulente. 

Il n’est pas nécessaire de mentionner les allérations que l'on 
peut rencontrer dans d'aulres organes : rate, foie, rein, pou- 
mons, etc., car elles ont élé décrites par d’autres auteurs 
(Guardabassi, Soli, Robles, etc.). Mais elles ne présentent rien 
de particulier. 


4° APPARITION DU GRANULOME TUBERCULEUX. 


En effectuant le passage de péritoine a péritoine, des sacs 
bacilliféres, Vultravirus augmente de virulence et arrive méme, 
comme nous l’avons indiqué plus haut (protocole II), & tuer le 
cobaye en vingt jours. 

Maleré cela, l’ultravirus est incapable d’arriver jusqu’a for- 
mer des nodules tuberculeux. Son lymphotropisme marqué se 
manifeste spécialement par un processus inflammatoire des 
organes lymphatiques : gunglions, épiploon, rate, séreuses. 

Mais laction phlogogéne de Pultravirus doit s’exercer aussi 
sur d’autres organes qui, 8 l‘autopsie, se montrent apparem- 
ment normaux comme, par exemple, les reins. Le fait que, 
chez tous les cobayes morts par l'effet de l’ultravirus, on trouve 
urine plus ou moins riche en albumine, porle a penser que 
les reins aussi ont été endommagés dans leurs éléments fonc- 
tfonnels. 

Les tubercules commencent a faire leur apparition en petit 
nombre dés le deuxiéme passage, surtout dans la rate, plus 
rarement dans le foie. Au troisiéme passage, on en rencontre 
toujours en grande quantité. Au quatriéme passage, la rate en 
est farcie; et ils font aussi leur apparition dans les poumons, 
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organes dans lesquels ils se trouvent plus rarement et en der- 
nier lieu. 

Dans le foie, les tubercules apparaissent avec une certaine 
irrégularité. Habituellement cet organe, chez le cobaye, se 
montre d’aspect normal, non seulement au premier passage, 
mais aussi au deuxiéme, alors que la rate est presque toujours 
plus ou moins fareie de tubercules. Mais, dans certains cas, le 
foie aussi peut se montrer parsemé de tubercules a partir du 
deuxiéme passage. 

Dans d’autres cas, méme au quatriéme passage, le foie se 
montre seulement congestionné et sans tubercules. Parfois 
ceux-ci sont tres nombreux dans le foie et absents dans la rate. 

Kn résumé, il n’est pas possible d’établir des données précises 
sur Vapparition des nodules tuberculeux dans les différents 
organes. Ces nodules indiquent néanmoins une maturation 
plus ou moins avancée de lultravirus dans l’organisme animal. 


5° AppaRITION EY CULTURE DES BACILLES ACIDO-RESISTANTS. 


La recherche de ces bacilles dans les organes, et surtout dans 
les ganglions lymphatiques des cobayes morts par l'effet de 
lultravirus, est presque toujours difficile, pénible et souvent 
infructueuse. Tous les auteurs ont remarqué. L’école de Cal- 
mette dit, sans plus, que l’examen consciencieux d’un froltis 
ganglionnaire demande parfois une observation de plusieurs 
heures, 

Et cest parfaitement exact. 

Méme chez les cobayes qui meurent avec le sac bacillifere 
dans l’abdomen, c’est-a-dire qui succombent a l’effet continu et 
massif de l’ultravirus, la recherche de bacilles ou des éléments 
acido-résistants n'est pas lonjours aisée. Parfois celte recherche 
réussit, mais d’autres fois elle est vaine. Dans quelques cas on 
trouve de rares bacilles, isolés; dans d’autres cas, on en peut 
observer de véritables amas. En général, ces bacilles, aussitét 
qu ils se sont développés & partir de l'ultravirus, résistent fai- 
blement a la décoloralion par les acides. Il est done nécessaire 
de pratiquer la coloration rapidement et avec beaucoup de 
soins. Les recherches les plus fructueuses sont celles que |’on 
effectue dans les ganglions lymphatiques, spécialement quand 
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ils présentent des traces de caséification. Les ganglions les plus 
riches en bacilles sont les trachéo-bronchiques ou rétroster- 
naux, qui sont d’ailleurs le plus fréquemment frappés. 

Chez les cobayes tués par l’ultravirus, larecherche des bacilles 
acido-résistants dans la rate est presque toujours négative. 
Néanmoins, la pulpe splénique de quelques-uns de ces cobayes, 
méme a bacilloscopie négative, injectée dans le péritoine de 
cobayes neufs, peut déterminer une tuberculose généralisée. 

Les bacilles issus de l'ultravirus dans l’organisme du cobaye 
accusent toujours une virulence un peu atténuée. Tous les 
auteurs ont observé que l’on trouve beaucoup de difficullés & 
les cultiver, méme sur les milieux les plus favorables. C'est 
sans doute la conséquence d’un certain affaiblissement de leurs 
activités biologiques et de leur pouvoir d’adaptation. 

Tandis gue les bacilles tuberculeux de la souche Vailée, 
ensemencés sur pomme de terre glycérinée et sur milieux a 
leuf, se développent et donnent rapidement de belles cultures 
en moins d’une semaine, les bacilles dérivés de l’ultravirus, 
méme au deuxiéme ou troisiéme passage chez le cobaye, ne se 
développent pas ou seulement d’une maniére exceplionnelle. 
Dans ce dernier cas ils ne forment de colonies visibles qu’au 
bout d’un mois ou davantage. 

Nous avons supposé que celte longue période de latence 
qu'exigent les bacilles dérivés de lultravirus relevait aussi 
peut-étre d’une éventuelle et lente variation du pH dans les 
milieux nutritifs par leflet de leur séjour dans létuve, ainsi 
qu'il a été démontré par l'un de nous & propos de la lyse bacté- 
rjophagique. 

En employant certains milieux (bouillon de viande, bouillon 
a la gomme adraganle a 15 p. 100, gélose a 2 p. 100, gélatine 
&415 p. 100, sérum de cheval, liquide ascitique) qui ont une 
réaction légérement alcaline, et en les laissant pendant quelques 
jours 4 |’étuve, Alessandrini (1) a montré qu'il se produisait 
des variations dans le pH, lequel se déplacait dans le sens de 
Pacidité. 

Le dynamisme des complexes colloidaux, dont la propriété 
la plus importante est Tinstabilité des liens de leurs consti- 


(1) Influenza dei cambiamenti di reazione del mezzo sulla attivitaé del bat- 
teriofago. Annali d’Igiene, 1925, p. 1025. 
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tuants, agit de telle facon que la plus petite canse (température, 
par exemple) suffit pour mettre en évidence une acidité qui 
navait pas 6l6 soupgonnée ou qu’on ne pouvait pas soupgonner, 
mais suifisante pour ralentir ou empécher le développement du 
bactériophage et, par suite, le phénoméne de la lyse transmis- 
sible en série. 

Pour vérifier cette hypothése, nous avons déterminé par la 
méthode électrométrique, et en employant toujours la méme 
électrode, le »H de quelques tubes de Petroff, stériles et gardés 
4 l’éluve a 37°, dont ils étaient extraits apres des temps divers. 

On eut les résultats suivants : 


Sidi CUte ee LaMror ot mld coeeee are OE mre joal = 7 (0) 
PPSSICK Nh, AROS Nee aA eit ene qatar amare. UA ine ep pH =7,02 
DOR PUMD seeks eee eats iatad och Meee trey puke ee pH =7,44 


Le milieu de Petroff, employé dans nos recherches, main- 
tient done dans l’étuve son pH autour du point neutre, quoique 
avec une légere tendance a lalcalinité. 

Or, on sait que les bacilles tuberculeux sont plutét acido- 
génes et acidophiles. Ils se développent, donc, mieux dans les 
milieux a réaction légérement acide. Pour bien se développer 
ils exigen! une réaction correspondant 4 pH — 6,8 a 7,2. Celte 
réaction initiale se modifie, au commencement du développe- 
ment, dans le sens de I’alcalinité, puis elle retourne lentement 
vers la neutralité ou une trés légére acidité, comme dans le cas 
du bacille bovin Vallée. 

Dans les milieux alcalins employés couramment dans les 
laboraloires, le bacille tuberculeux ne peut donc se développer 
et vivre que quand il a réussi, pendant une certaine période de 
vie et d'activilé latentes, 8 modifier quelque peu ou & se rendre 
favorable le milieu dans lequel il est ensemencé. Cela a lieu 
probablement par un ensemble de phénoménes métaboliques et 
diastasiques, peut-étre aussi par l’elfet des diastases oxydantes 
élaborées par le bacille tuberculeux et par lesquelles les consti- 
tuants du milieu, spécialement la glycérine, se transforment en 
acides. 

Puisque dans les espéces microbiennes l’atténuation du 
pouvoir pathogéne marche parallélement avec l’affaiblissement 
de leurs activités biochimiques, zymotiques, etc., on est 
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amené & penser que la période de temps plus longue qu’exigent 
les bacilles fraichement dérivés de l’'ultravirus pour donner des. 
cultures visibles dans un milieu déterminé, est employée par 
eux a modifier a leur gré la réaction du milieu lui-méme. 

Cette supposition est rendue plus vraisemblable par ce fait 
que, comme nous le verrons dans un prochain mémoire, si l'on 
réussit, dans quelques rares cas, & cultiver les formes primor- 
diales dérivées de lultravirus, les colonies, méme aprés plus 
d'un mois d'étuve, surgissent d'une fagon soudaine & la surface 
du milieu ensemencé, et commencent & se développer assez 
bien, ce qui est en contraste frappant avec la trés longue 
période d'attente et de vie presque latente. On peut donc consi- 
dérer cette période comme nécessaire aux baciiles ensemencés 
pour l’élaboration et la transformation adéquates du milieu sur 
leyuel ils doivent proliférer. C'est pour cela, peut-étre, qu'un 
ensemencement abondant représente un facteur important pour 
hater le « départ » de toute culture tuberculeuse. 


Résumé et conclusions. 


De l'ensemble des observations et des recherches décrites 
dans ce mémoire, on peut tirer les conclusions suivantes : 

1° La substitution des ultrafiltres de collodion aux bougies 
de porcelaine ou de terre poreuse dans l’étude de l’ultravirus 
tuberculeux a permis de constater qu’a travers les parois des 
sacs de collodion contenant des bacilles tuberculeux, et intro- 
duits dans le péritoine des cobayes, filtre un ultravirus tuber- 
culeux. Ce dernier tue toujours l’animal dans un temps plus 
ou moins court. A l’aulopsie, on observe d’ordinaire le tableau 
anatomique que l’on oblient aussi avec les filtrats de cul- 
tures et de produits tuberculeux et qui est connu par la 
dénomination de « tuberculuse type Calmette-Vallis », c’est-a- 
dire : une polyadénite plus ou moins accentuée, avec légére 
augmentation de volume de la rate, présence d’éléments acido- 
résistants, mais absence de tubercules. Parfois, on ne réussit & 
trouver aucun élément acido-résistant et aucune altération ana- 
tomigue qui puisse relever du virus tuberculeux. Seulement, 
les passages en série chez d’autres cobayes permettent de 
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révéler, tot ou tard, par l’apparition de bacilles acido-résistants 
et de tubercules, la nature spécilique du processus morbide qui 
a causé la mort. 

2° Si l'on part, en effet, d’émulsions d’organes de cohayes 
tués par lultravirus, méme quand on n’a pas réussi & déceler 
de bacilles acido-résistants, om arrive & reproduire, au moyen 
de passages successifs chez d’autres cobayes, au deuxiéme ou, 
tout au plus, au troisiéme passage, le tableau classique de la 
tuberculose expérimentale du cobaye, avec formation de tuber- 
cules et présence de grandes quantilés de bacilles acido-résis- 
tants dans tous les organes. 

3° A travers les parois d’un sac de collodion contenant des 
bacilles tuberculeux et introduit dans la cavité abdominale 
d'un cobaye, ne filtre que de lullravirus. On peut, en effet, 
introduire le méme sac, successivement plusieurs fois, de péri- 
toine & péritome, mais il reproduit, chez tous les animaux ainsi 
successivement traités, le méme processus morbide mortel par 
ultravirus. Ges passages de péritoine a péritoine exaltent la 
virulence du contenu du sac bacillifére, mais |’aclion patho- 
géne de celui-ci demeure toujours incapable de produire des 
nodules tuberculeux. 

4° La durée de lVinfection par Vultravirus chez le cobaye 
n’exerce aucune influence sur l’aspect du tableau anatomique 
de la tuberculose par ultravirus, c’est-a-dire sans tubercules, 
observé & l'autopsie. Méme si l’infection dure depuis long- 
temps et que la mort du cobaye se vérifie au bout de cent 
quatorze jours, Vultravirus se montre encore non tuberculigéne. 

Cette constatation évidente dle toute valeur 4 lhypothése que 
la mort des cobayes, causée par les sacs de collodion bacilliferes 
introduits dans leur cavilé périlonéale, puisse étre altribuée a 
des bacilles tuberculeux éventuellement sortis a travers 
quelques imperfections des sacs. On sait, en eilet, que méme 
les infections paucibacillaires, chez les cobayes, déterminent 
toujours une tuberculose typique, jamais une tuberculose 
atypique du type Calmette-Valtis. 
«a 5° L’ultravirus tuberculeux, ainsi que les éléments bacilli- 
formes initiaux, méme acido-résistants, qui en sont dérivés 
dans l’organisme du cobaye, montrent expérimentalement un 
pouvoir pathogeéne atténué. Leur inoculation aux cobayes, 
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lorsqu’on la pratique & doses non massives et non répétées, 
peut quelquefois étre bien supportée. Les pouvoirs normaux 
de défense des animaux suffisent parfois 4 détruire ces éléments 
primordiaux inoculés. 

6° L’uliravirus tuberculeux est doué d'un lymphotropisme 
accentué. C’est ce qui explique son action spécifique, de préfé- 
rence sur les cavités séreuses, spécialementsur le péritoine et sur 
tout le systeme lymphoglandulaire, ow il produit des processus 
inflammatoires prolifératifs, hyperplasiques et caséogénes, 
avec présence de cellules géantes, mais sans formations de 
nodules tuberculeux. 

7° Les nodules tuberculeux font d’ordinaire leur premiére 
apparition dés le deuxiéme passage chez le cobaye. D’abord, 
ils se montrent en petit nombre, dans la rate seulement; au 
troisiéme passage, on les observe aussi dans le foie, et au 
quatrieme passage, on peut les rencontrer méme dans les 
poumons qui sont habituellement frappés les derniers. Au 
cours des passages successifs chez le cobaye, le virus s’exalte et 
le nombre de nodules tuberculeux augmente dans tous les 
organes touchés par lui. 

8° La culture des bacilles tuberculeux, fraichement dérivés 
dans les organes du cobaye, des éiéments de |’ultravirus, est 
difficile, méme aprés quatre passages sucvessifs d’animal a 
animal et apres que des formes granuleuses ou élémentaires 
ont produit dans les tissus des formes mires ou bacillaires. Ce 
n'est qu’exceptionnellement que nous avons obtenu la culture 
(quatre fois) & parlir du deuxiéme et du troisitme passages de 
Vultravirus chez le cobaye. 

9° Dans ce cas, l'apparition des colonies, méme sur les 
milieux plus favorables, n’est observée qu’au bout d'une trés 
longue période d'incubation ou de latence culturale, ce qui 
confirme toujours davantage la conception de l’extréme fragilité 
et de la faible énergie vitale des premiers élémenis tuberculeux 
visibles, engendrés par l’ultravirus. On doit attribuer |’appari- 
tion tardive, ou l’absence des premiéres cultures tuberculeuses 
dérivées de Pultravirus, &]’élaboration lente d’un milieu nutrilit 
de la part d’un virus biologiquement affaibli qui n’est pas 
encore doué de toutes ses activilés diastasiques et, par consé- 
quent, prolifératives. 


CULTURE DES MICROBES ANAEROBIES 
A L’AIDE DE PRODUITS LEUCOCYTAIRES 
ET BACTERIENS 


par H. GOLDIE. 


I. — Tecunigur. 


On ensemence deux tubes de bouillon glucosé, additionnés 
de fragments de viande ou de foie, avec une anse de culture de 
B. botulinique en gélose profonde. Vingt-quatre & quarante- 
huit heures plus tard, quand le milieu de culture commence a 
se troubler en lotalilé, on ajoute & l'un des tubes de l’exsudat 
leucocylaire slérile (prélevé dans la cavilé alidominale du 
cobaye quatie heures aprés une injection de 30 cent. cubes de 
sérum physiologique), & raison de Il gouttes par centiméire 
cube de bouillon. Aprés vingt quatre & quarante-huit heures 
d’étuve a 37°, on constate que le développement des microbes, 
la production de gaz(recueilliavec une éprouvelte renversée dans 
le tube) el celle de l’acide (signalée par le virage du tournesol) 
sont plus intenses dans fa culture additionnée d’exsudat que 
dans le tube témoin. Done, ceite substance stimule le dévelop- 
pement du B. botulinique elt sa fermentation caractéristique. 

Si on ensemence VI a X gouttes de ces cultures dans 2 cent. 
cubes de bowitlon ordinaire, on constate que, tandis que la cul- 
ture témoin ne pousse que sous le vide, la souche additionnée 
d’ex-udal se développe en présence de l’air. Une fois poussée, 
elle peut étre repiquée en série dans un bouillon ordinaire dans 
des tubes ordinaires; le développement élant plus lent au 
début, on ellectue les repiquages d abord tous les deux ou trois 
jours, toujours au moyen d'un ensemencement abondant; puis 
la souche peut étre repiquée tous les jours et cultivée de la 
sorte en aérobiose. 

Cette expérience peut étre simplifiée; on part du bouillon de 
foie non glucosé, additionné d'exsudat, ou bien on ajoute, a 
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2 cent. cubes de bouillon ordinaire, IV & V gouttes d’exsudat 
et VI goultes d'une culture botuliniyue en milieu liquide. Le 
développ:ment d’une culture en bouillon, traitée antérieure- 
ment par l’exsudat, devient plus abondant en bouillon peptoné. 
Ce méme milieu glucosé et tournesolé permet d’apprécicr la 
rapilité de la fermentation d'une souche @ plusieurs stades de 
son développement. 

Le succés de adaptation des microbes anaérobies & |’exis- 
tence aérobie dépend de plusieurs conditions : lexsudat agit 
seulementsur les bacilles jvunes, provenant de milieux liquides; 
en ce qui concerne les vieilies cultures ou celles développées 
dans la gélose profonde, ni leurs caracléres, ni leur faculté 
dadaptation ne sont influencés par laddilion d’exsudat. Une 
souche cultivée longtemps en aérobiose et ensemencée ensuite 
en gélose profonde perd, au boul de huit jours, ses caractéres 
acquis et ne pousse plus en présence de lair. 

Kn somme, on ajoute a une culture de B. botulinique de 
Vexsudat de cobaye ; on la réensemence abondamment trois ou 
quatre fois & des intervailes de deux a quatre jours en bouillon 
ordinaite ou peptoné el on procede ensuite a la culture en série 
a intervalles de vingt-quatre a quarante-huit heures. Nous 
désignons les souches ainsi trailées sous le nom de souches 
« adaptées ». 

Cette méthode est applicable avec succés & la plupart des 
souches de B. botulinique et de B sporogenes. Kllea réussi avec 
une souche de B. perfringens et une souche de Vibrion sep- 
tique que nous avions & notre disposition. Quelques autres 
microbes anaérobies, comme le B. télanique et le B. chanvei, 
exigent un ensemencement tres abondant et de plus longs 
intervalles entre les repiyuages. Cependant, un procédé fort 
simple permet de cultiver de la m*me maniére tous les microbes 
anaérobies, quels quils soient, en présence de Vair; c’est le 
sulvant : 

Une culture en bouillon de ‘oie est additionnée de II & 
II! gouttes d’exsudat, remise a létuve pour vingt quatre heures, 
et chauffée ensuite pendant une heure a 60° (au bain-marie); on 
ajoute au bouillon ordinaire I[L a V gouttes de cette culture 
(ou de son filtrat) par centimétre cube et on l’ensemence ensuite 
avec Illa V gouttes par centimétre cube d’une culture de vingt- 
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quatre heures de B. botulinique, provenant d’une culture nor- 
male en milieu liquide. Ges bacilles poussent bien en présence 
de lair en bouillon additionné de culture chauffée. La culture 
ainsi obtenue est & son tour chaulfée, el quelques gouttes en 
sont mélangées au bouillon, ensemencé avec des microbes anaé- 
robies normaux : le développement et la fermentation sont plus 
marqués que dans la culture précédente. En répélant ce pro- 
céde plusieurs fois, on obtient une culture chauffée qui, en 
petites quantilés (1 goutte par cvntimetre cube) favorise le 
développement des microbes anaérobies en présence de l’air et 
stimule leur aclivité fermentative. 


ll. — Errers DES PRODUITS BACTERIENS. 


@) SuBSTANCE sTIMULANTE. — On ne saurait expliquer le phé- 
noméne ci-dessus par le transport des spores quisont trés rares 
dans les jeunes cultures aprés le repiquage de vingt-quatre 
heures. En outre, une culture non adaptée de B. botulinique 
est lrés peu active apres chauffige et seulemeut si elle contient 
en (res grand nombre des jeunes bacilles. Donc, |’exsudat leu- 
cocylaire, les cultures adaptées chaullées et les jeunes bacilles 
chauilés exercent le méme eflet sur les microbes anaérobies, et 
notamment ils activent le développement et la fermentation. 
Il sagit donc bien d'une substance baclérienne thermostable et 
stimulante. 

Un tube de bouillon, ensemencé avee des anaérobies adaplés, 
présente d’abord un trouble diffus, puis, aprés quelques jours 
de -é,our A Uétuve, le liquide séclaircit plus ou moins et les 
bactérivs tombent au fond; elles y poussent trés lentement en 
agelulinats coalescents, et altayuent peu les proléines et les 
sucres du milieu (réensemencements bouillon peploné et glu- 
cosé). Chautfées a 60°, elles ne stimulent pas le développement 
des microbes anaérobies normaux et produisent méme l'agglu- 
lination des cultures poussées. 


b) Supsrance waspirrice. — On sait que les filtrats des vieilles 
cultures anaérobies contiennent des substances qui permetlent 
la survie du B. botulinique ou d’autres anaérobies en présence 
de lair, en d'autres termes, qui neutralisent l’effet toxique de 
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Voxygéne sur les bactéries. Cependant, aprés le chauffage de 
une heure & 60°, les filtrats n’exercent plus cet elfet protecleur : 
les bacilles anaérobies normaux y disparaissent peu de temps 
aprés l’ensemencement ; les bacilles d’une culture adaptée y 
survivent en agglutinats, mais ne se multiplient pas. Il est évi- 
dent que le filtrat de vieitles cultures de B. botulinijue contient 
deux substances: l'une, qui protége le développement au contact 
de l’air, est détruite par le chaulfage (substance thermolabile 
protectrice), l'autre est inhibitrice de la croissance et thermo- 
résistante (substance inhibitrice thermorésistanle). 


c) Supsrance prorectrics. — Le B. botulinique peut se déve- 
lopper au contact de l’air dans les filtrats de vieilles cullures 
de microbes aérobies. Par conséquent, la substance thermo- 
labile n’est pas spécifique. En outre, elle pr senie plusi urs 
des caractéres chimiques et phy-ico-chimiyues des ferments : 
elle est absorbable par le kaolin et précipilee par LTalcool 
absolu ; elle est rapidement détruite par l’oxydation (eau oxy- 
génée), mais résiste a l’acidité. Nous la croyons identijue a la 
catalase, ferment présent en abondance dans les corps des 
microbes aérobies ; ce ferment assure le méltabolisme d’oxyda- 
tion des bactéries en détruisant leurs produits toxiques (les 
peroxydes XO,). Les anaérobies sont trés pauvres en ce ferment 
(Rywosch), d’ot leur intolérance 4 loxygéne (Avery, Mac Leod, 
Avery et Morgan, Mc Leod et Gordon, Wieland, etc.). La des- 
truction d’un grand nombre de bactéries, méme pauvres en 
catalase, met en liberté une quantité considérable de cette sub- 
stance et assure la survie des anaérobies ajoulés. Cette des- 
truction se poursuit lentement dans les cultures normales; vlle 
est rapide dans la culture adaptée dont l’activité est accélérée 
etse traduit par sa résistance au contact de l’air. En effet, seules, 
les vieilles cultures des anacrobies ou leurs cultures adaptées 
par l’exsudat dégagent l’oxygéne de l’eau oxygénée  L,/),) comme 
le font les aérobies. L’effet ne s’observe pas dans les jeunes cul- 
tures des anaérobies. 

Outre la catalase, la portion thermolabile des filtrats con- 
tient la toxine et les ferments, dont certains caracteres chi- 
miques ressemblent & ceux de la catalase. 

Nous avons signalé l’existence, dans les vieilles cultures nor- 
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males el adaptées, d’une substance thermorésistante et inhibi- 
trice de croissance : elle est relativement spécifique, par 
exemple, le fillrat chaulfé du B. botulinique empéche la crois- 
sance du Vibrion septique moins que celle du B. botulinique; 
elle est détruite par l’acide (le phéuoméne d'inhibition n’a pas 
lieu si le filtrat a été additionné de l’acide et ensuite neutralisé 
avan! l'ensemencemen!) et par les substances oxydantes (eau 
oxygénée) ; elle n’est pas adsorbable par le kaolin. Il s’agit 
probablement de produits aminés solubles dus & la décomposi- 
tion des bactéries. 

La substance activante des microbes jeunes présente des 
caractéres analogues, mais, en plus, elle peut étre détruilte par 
'éther (mélange & parties égales). Par ce dernier procédé 
et par le chauffage on peut séparer les trois substances en 
question. 


d) Rapeorts De CES SUBSTANCES ENTRE ELLES. — Leur origine 
et leur rapport dans les cultures adaptées ressortent des obser- 
vations précitées : d’abord une culture d’anaérobies jeunes a 
été mise en présence d'une substance stimulatrice de leur acti- 
vité (l’exsudat) ; les microbes ainsi traités ont poussé plus rapi- 
dement que ceux de la culture témoin. De nouvelles généra- 
tions se sont multipliées sous l’influence du méme facteur 
stimulant. Or, la prolifération rapide aboutit toujours a la for- 
mation d’un grand nombre d’individus atypiques : on observe, 
en effet, dans les cultures adaptées, quantité de bacilles trés 
courts et Gram négatifs. Peu adap!és au milieu, modifié d’ail- 
Jeurs par les produits de la fermentation intense, ces bacilles 
périssent rapidement. La culture formée par Ja succession 
rapide des générations renferme seulement des bacilles Jeunes 
en trés grand nombre, dont plusieurs sont atypiques. Ces der- 
niers accumulent la substance thermostable protectrice de la 
survie au contact de l’air. Le chauffage révéle, dans la culture 
adaptée, la présence de la substance activante, provenant des 
jeunes bacilies. La substance thermorésistante inhibitrice est 
absente et n’apparail qu’aprés un cerlain temps; sa présence se 
traduit par l’agglulination des microbes et le ralentissement de 
la fermentation dans les cultures. 

En somme, Ja culture « adaptée » par l’exsudat ou par la 
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substance bactérienne thermorésistante est une culture nor- 
male, ordinaire, au développement accéléré. Elle présente, 
aprés une bréve incubation, les caractéres précoces d'une vicille 
culture, c’est-a-dire qu'elle contient une certaine quantité des 
produits thermolabiles de la destruction (la catalase) et une 
erande quantité de microbes. Cependant, tous ces microbes 
sont jeunes el renferment une substance activante, tandis que 
les produits thermorésistants des vieux bacilles ont |’effet con- 
traire. 

L’exsudat ou la substance bactérienne activante agissent 
ainsi en accélérant le métabolisme. Ktant donné que ce dernier 
est fermentatif (oxydo-réduction et clivage des hydrates de car- 
bone), on est autorisé & les. dénommer « coferments ». La pré- 


sence de coferments dans les cellules activement fermentatives ' 


est notoire. Les caractéres physico-chimiques des coferments 
(thermorésistance, destruction par l’éther) correspondent a ceux 
de la substance en question. De méme, il est probable que Jes 
jeunes bactéries, pareilles en cela aux autres cellules animales 
et végétalives, contiennent 4 un certam moment de leur crois- 
sance des substances capables de stimuler le développement 
d’autres bactéries. Cependant, la culture normale jeune se déve- 
loppe lentement; il s’y trouve, 4 cdté des individus jeunes, un 
nombre relativement grand de vieilles bactéries qui conliennent 
des substances inhibitrices. Les cultures adaptées ne contiennent 
que des microbes jeunes, d’ot la différence entre l'effet de la 
souche adaplée et celui de la souche normale aprés le chauffage. 


Ill. — SusstancEs LEUCOCYTAIRES ACTIVANTE ET INHIBITRICK. 


On constate également la coexistence des substances stimu- 
lantes et inhibitrices dans l’exsudat de cobaye: ajouté.en grande 
quantité (& parties égales) & la culture des anaérobies, il ne 
Vactive que trés peu. La substance stimulante provient des leu- 
cocytes : le liquide séparé des.cellules dés le prélévement de 
Vexsudat(au moyen de la centrifugation ou de la sédimentation) 
ne contient pas cette substance. Les leucocytes sédimentés 
n’exercent aucun effet aprés lavage par le sérum physiologique; 
la substance active passe dans le liquide apres son contact pro- 
longé avec ces leucocytes 4 |’étuve. Elle se montre thermorésis- 


CULTURE DES MICROBES ANAEROBIES 485 


tante et destructible par I’éther; ses caractéres sont donc 
analogues & ceux de la substance activante bactérienne. Evi- 
demment, il ne s’agit pas d’un effet vital des leucocytes sur les 
bactéries, mais d’une action des substances leucocytaires. Dans 
le sang de cobaye centrifugé, les deux parties, le sérum et les 
leucocytes (couche supérieure des globules) contiennent des 
substances activantes des anaérobies (I & III] gouttes de leuco- 
cytes ou de sérum par centimetre cube de bouillon). Cependant, 
le développement est plus faible qu’avec l’exsudat. Les bac- 
téries s’agelutinent bientét et disparaissent aprés quelques repi- 
quages. Le méme phénomeéne d’inhibition 4 cété de la stimu- 
lation est évident dans les expériences sur l’aclion du sang, de 
Yhomme ou du lapin sur les anaérobies. L’effet bactéricide du 
sérum et des leucocytes de ces especes animales sur les microbes 
anaérobies a été signalé par Petterson et par Bergman. D’aprés 
ces auteurs, l’exsudat et le sang de cobaye ne produisent pas 
cet effel. Dans nos expériences, le sang de lhomme ou du 
lapin, mais seulement trés dilué, a pu favoriser la survie des 
anaérobies, mais les repiquages en série s’avérérent impossibles. 


CONCLUSIONS. 


En résumé, le métabolisme intense, sous l’influence des pro- 
duils leucocytaires ou bacté:iens, présente les caracléres essen- 
tiels de nos cultures adaplées. La faculté de la survie, au 
contact de lair, est due aux produits de Ja prolifération et de 
Ja destruction inlense des microbes. La substance des bactéries 
proliférées est capable de stimuler les germes normaux. Les 
produits d’une culture adaptée provoquent l’adaptation (acti- 
vation du métabolisme) d'une culture normaie qui, ensuite, 
peut influencer dans le méme sens une nouvelle culture nor- 
male, etc. En chauffant la culture adaptée et en ajoutant 
quelques gouttes a une culture normale d’anaérobies, on 
effectue une série illimilée de passages. On observe, de la 
sorte, le phénoméne de I’ « activation transmissible ». 


Unstitut Pasteur, service du professeur Weinberg 
et Laboratoire de Microbiologie alimentaire, 
service de M. Forgeot.) 
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RECHERCHES SUR LA TEMPERATURE 
CRITIQUE DU SERUM 


(CINQUIEME MEMOIRE) 


EQUILIBRES IONIQUES DU SERUM 
EN FONCTION DE LA TEMPERATURE 


par P. LECOMTE DU NOUY 


J’ai, dans une série de travaux publiés ici méme, exposé en 
détail les faits expérimentaux révélés par l'étude sys!ématique 
des propriétés physiques et physico-chimiques du sérum san- 
guin, en particulier du sérum de cheval. Pour diverses raisons, 
tant biologiqnes que physiques, )’ai 6té amené & considérer les 
phénoménes dynamiquement, en fonction de la température, 
et j’ai montré que la température critique au point de vue 
biologique (55°-57°) était accompagnée d’une série de phéno- 
ménes physiques et physico-chimiques, débutant aux environs 
de cette température, et dont l’amplitude variait ensuite en 
fonction de celle-ci. Ces observations sont de nature a Jaciliter 
la compréhension de certains phénoménes empi'iquement 
connus jusquici, mais dont le mécanisme nous échappait 
complétement, a savoir: l’hydratation des protéines du sérum 
et leur coagulation par la chaleur. On peut espérer également, 
en continuant dans cette voie, que les mécanismes de la des- 
truction de |’ « alexine » et de la « sensibilisatrice » pourront 
un jour étre analysés et compris. 

Avant de procéder & l’exposition des résullats expérimen- 
taux qui ont fait l'objet de nos derniéres recherches, il est 
peut-étre bon de rappeler les points saillants des conclusions 
que nous avons alteintes précédemment. 

1° Les protéines du sérum subissent une hydratation quand 
la température s’éléve et cette hydratation ne devient irréver- 
sible que lorsque la température dépasse 55°, pour des chauf- 
fages de l’ordre de dix minutes (mesures de viscosité). Il est 
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probable qu’une hydratation préalable et réversible commence 
vers 45° (1). 

2° A 56°-57° un minimum absolu de la viscosité est atteint, 
lequel correspond apparemment au début du phénoméne 
irréversible. Au-dessus de 57° la viscosité augmente rapide- 
ment (1). 

3° La fixation d’eau a pour effet daccroitre les dimensions 
des molécules dont le volume augmente réguliérement a partir 
de 55° pour dix minutes de chauffage. Pour des temps de 
chauffage plus longs, les courbes représentant l’augmentation 
de volume, et laccroissement de pouvoir rotatoire en fonc- 
tion de la température sont décalées parallélement a elles- 
mémes, vers les temp ‘ratures plus basses (2). 

4° Pendant le chauffage, lanisotropie optique des molécules 
est modifiée et augmente régulicrement. Les eourbes expri- 
mant le facteur de dépolarisation en fonction de la température 
ont une allure logarilhmique (3). 

Lianalyse des faits expérimentaux précédents, ainsi que 
d’antres plus anciens, conduit aux conséyuences suivantes (3) : 

A. Le sérum est.une solution vraie el. non pas ume solution 
colloidale au sens d'agrégats de molécules. 

B. La dispersion moléculaire des protéines ne varie pas au 
cours du chauffage, jusyu’a et y compris la coagulation. Ceci a 
été confirmé derniérement par Boutarie (4). ll ne se produit 
pas d’agrégats quand on chaulfe, puisque le nombre de molé- 
cules reste constant dans les limites de l’expérience, aux 
erreurs expérimentales pres. 

C. Tout se passe comme si |’hydratation irréversible des 
molécules de protéine du sérum se produisait & lintérieur et 
non, comme. on l’a cru jusqu’ici, & Vextérieur de la molécule. 
Les molécules d'eau pénétrent probablement entre les branches 
ramili¢es formées par les amino-acides et les forcent & s’écarter, 
augmentant ainsi le volume total. La nature de la fixation de 
leau est encore inconnue et fait actuellement l'objet de 
recherches dans mon laboraloire. Cetle hypothése n'est. pas en 


) Lecomts pu Novy. Ces Annales, 42, 1928, p. 742. 
) L«comre vu Nouy. Id., 43, 1929, p. 749 et 44, 1930, p. 109. 
) Lecoutg pu Nowy. Ces Annales, 45, 1930, p. 254. 
) A. Bourarsc. Bull. Soc. Chim., 4° série, 49. 1934, p. 389. 
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contradiction avec la théorie de Debye-Hiickel (périsphéere 
d’eau: adsorbée), car cetle théorie n'est valable que pour des 
molécules assimilables & des sphéres et & charge électrique 
ponctuelle. Or, ni Pune ni l'autre de ces conditions n’est appli- 
cable aux molécules des protéines, qui sont asymétriques et 
composées d’amino-acides échafaudés les uns sur les autres. 

Tous les faits rapportés ci-dessus ont 6té étudiés sans lenir 
comple des phénoménes ioniques corrélalifs qui jouent pro- 
bablement un role important. C’est intentionnellement que je 
les ai jaissés de cété jus yuici afin de simplifier arbitrairement 
les problémes et d’obtenir une vue d’ensemble et une idée géné- 
rale de l’évolution des phénoménes physiques et physico-chi- 
miques consécutifs au chauffage. 

Le but du présent mémoire est d’exposer les résultats expé- 
rimentaux préliminaires obtenus en étudiant les phénoménes 
ioniques en eux-mémes. 


PRECIPITATION DES GLOBULINES PAR ADDITION D'EAU. 


Sérum non chauffé. — On sait depuis longtemps que la 
stabilité de certains éléments protéiques du sérum (globulines) 
dépend, entre autres facteurs, de la concentration des sels. 
Quand on dilue du séram au moyen d’eau distillée, il se pro- 
duit un trouble, suivi généralement de la précipitation d'une 
partie des globulines. Rien de semblable n’est observé quand 
la dilution est obtenue au moyen de solution physiologique & 
9 p. 1.000. La diminution de concentration des sels entraine 
done une diminution de la solubilité des globulines. On peut 
envisager deux mécanismes possibles de ce phénoméne : ou 
bien il s agit véritablement @une insolubilisation, qui peut étre 
due 4 un changement dans I ionisation des chlorures de globu- 
lines et autres sels de globulines existant librement en solu- 
tion, ou. bien il s’agit simplement de la séparation de la molé- 
cule complexe de sérum en deux éléments : albumine soluble 
d'un cété, globuline insoluble de l’auire. Le seul fait de séparer 
ces deux molécules entrainerait la précipitation de celle qui, 
étant normalement insoluble, empruntait son apparente solu- 
bilité au fait de son accolement -— de quelque nature qu'il soit 
— & une autre substance (albumine) moléculairement dispersée. 
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Cette question sera étudiée postérieurement. Je me propose 
aujourd’hui de donner les résultats expérimentaux oblenus en 
suivant quantitalivement le phénoméne de précipitation consé- 
eutif a addition d’eau distillée, dans le sérum normal nen 
chaulfé et chauffé. 


Tasteau I. — Lumiére diffusée par un sérum de cheval normal 
aprés addition deau distillée. 


ee 


NOMBRE CONCENTRATION LECTURES 7 LOG 
de centimétres cubes ] 
‘ ; : relative en sels 
d'eau ajoutcs 
a1 cent. cube de sérum Bd Aprés 1 heure Aprés 4 heures 
SAINTE POMP, 5 oo & ul 2,18 220 
Seite Bae haere : 0,50 PA Ale? 214 
ee 0,33 2,06 2,08 
She 0,25 4,54 41,50 
oss 0,20 1,30 ea) 
Dee 0,168 aa byl he Pan 
6. 0,143 teal) 4,16 
le 0,125 eile 1,14 
Sis sec oe 0.415 heal 4,14 
OR rr oe See ee eee 0,100 ‘N NG} 2h Gils) 
AOR 7: MOF ote 0,091 4,15 ub Ala 
MA on fot ee a ee ee 0,083 A ATT ast) 


La méthode que nous avons employée posséde l’avantage 
d’étre tres rapide, et d’une précision au moins aussi grande 
que la méthode des pesées, en raison du nombre considérable 
de causes d’erreurs dues aux nombreuses manipulations que 
nécessite cette dernitre. Nous avons simplement mesuré la 
quantité de lumiére diffusée & angle droit par la solution au 
moyen de l’appareil précédemment décrit (1) en employant 
pour monochromatiser la lumiére un filtre bleu de Wratten 
n° 45 H, qui laisse passer une longueur d’onde dominante de 
4.800 Angstréms. Les chiffres obtenus expriment la valeur de 


0 


log L c’est-a-dire le rapport de Vintensité de la lumiére inci- 


dente a celle de la lumiére diffusée. On sait que cette valeur 

est proportionnelle au nombre de particules diffusantes (lorsque 

celles-ci sont trés petites) et au carré de leur volume on 
L 


(1) Lecomrg vu Novy. Ces Annales, 45, 1930, p. 254. 
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admettant que leur forme ne s‘écarte pas beaucoup de celle 
d’une sphére). Le tableau I exprime les résultats d’une série 
de mesures, et représente bien l’allure générale du phéno- 
méne (fig. 1 et 2). 

Les mesures furent exéculées une heure et quatre heures 


sy eal exp Pe, 
—— Nn + 4 Hea et 2 
u bout g 1 heur alae 
2 20b._ as ut Bats pe-4---2 
200 ast ak 
1,60 L | 1 ae 
\\ | f 
1,60 . | Me mals 
140|__| \ 
. | 
ea ne a pci 
1,20 Sa pes See El 
1,00 + | a 
= 
it 2 > 4 2 NC eas ey = ay) 12 14 16 18 20 
Dilution du sérum ,en c.c.deau p.lcc.desérum. 
Fic. 14. — Lumiére diffusée latéralement par un sérum de cheval normal 


aprés addition de quantités variables d’eau distillée. Les chiffres indi- 


I 
quant les valeurs de log ai diminuent quand la lumiére diffusée augmente, 
cest-a-dire quand la solution devient de plus en plus trouble. 


Sd FG S& Y & § WW 12 14 16 18 20 
Dilution 
Fic. 2. — Méme expérience que celle représentée par la figure 1. 


Sérum différent. 


aprés la préparation des solutions, celles-ci élant agitées de 
fagon & présenter un aspect homogéne. De 0 (sérum pur) a 
200 p. 100 (4 cent. cube de sérum + 2 cent. cubes d'eau), la 
quaulité de lumiere dillusée augmente peu et de fagon sensi- 
blement proportionnelle & la dilution. A partir de 200 p. 100, 
une augmentation brusque se produit, trés nelle surles courbes 
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qui prennent une allure logarithmique. La figure 3 montre, 
par comparaison, l’allure de la courbe quand le sérum est. dilué 
avec de la solution physiologique au lieu d’eau distillée. 

Vers 500 p. 100 (5 cent. cubes d’eau + 1 cent. cube de sérum) 
un plateau est presque atteint. Ge plateau se continue jusqu’aux 
environs de 900 p. 100, el &ce moment-la seulement la lumiére 
diffusée commence a diminuer. (Les chiffres du tableau expri- 


] : . a : 
mant log T sont inversement proportionnels 4 lintensité de la 


lumiére diffusée, ce qui explique qu’ils diminuent d’abord pour 
augmenter ensuite.) Pour une addition de 5 cent. cubes d'eau 


lo 
logs - 
. xp.|NO1S 
£60 
2,40 He | | 
290 a IE ee IE ll 
goof | le | [ 
iy RLS tor EO alo 12 4 16; 18 20 
Dilution (jar SolNac/ rsetonsgue) 
Fis. 3. — Lumiére diffusée latéralement par un sérum de cheval normal; 


aprés addition de quanlités variables de solution physiologique. La 
lumiére diffusée diminue avec la dilution. 


& 4 cent. cube de sérum, la lumiére diffusée peut augmenter 
dans la proportion de 1 a 13. 

lest évident que le phénoméne n’est aussi clair qu’en raison 
de la haute teneur du sérum de cheval en globulines insolubles. 
Les traités de physiologie et de biochimie indiquent en elfet 
les quanlités de globuline moyennes suivantes pour dillérents 
sérums : 


CHE Valiate ane crac arsine 4,3 p. 100 
Bowls Secu  es oe e eae ee 3,0—— — 
Mowtonieet oe Coarse coe ee ee 2,3 — 
BPOrs 0002 Scat hatte cine Steet re ee 1,8 — 
Bapide. 23 Poe et © Spee (ee ee 2,0 — 


La courbe obtenue pour le sérum de beuf est trés analogue a 
celle du cheval, mais.on n’observe pas la cassure correspondant 
ala dilution au tiers des sels initiaux, qui caractérise la courbe 
du sérum de cheval. Quant aux autres animaux dont le sérum 
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est pauvre en globulines (environ la moitiédu sérum de cheval), 
ils fournissent une courbe tout » fait différente, A convexité 
tournée vers le haut, trés voisine de celle obtenue en diluant 
le sérum avec de la solution isotonique 4 0,9 p. 100. La figure 4 
donne les résultals obtenus avec du sérum de mouton. 

Il est & remarquer que le phénoméne semble d’autant plus 
margué que le cheval a été soumis & des saignées plus fré- 
quentes. Tout se passe en sommecomme siles saignées répétées 


Serum de Mouton 


8 12 14 16 ce, 
Dilution 
Fic. 4. — Expérience semblable a celles des figures 1, 2 et 3, 


mais avec du sérum de mouton a faible teneur en globulines. 


avaient pour effet ’augmentation des éléments insolubles du 
sérum. 


ACTION DE LA TEMPERATURE. 


Lorsque le sérum de cheval est chauffé pendant dix minutes 


TasLeau Il. — Lumiére diffusée par un sérum de cheval 
chauffé dix minutes, aprés addition d'eau distillée. 


NOMBRE LECTURES : LOG 


de centimétres 


Cees ac ORU) aot eee Chauffé a 56° | Chauffé a 600 | Chauifé & 64° 
ORR Oe de: 1,98 1,96 4,72 1,19 
(Ut eee ae ae 1,98 1,96 4,62 1,09 
‘has ae 4,99 4,92 4,59 4,08 
Re) ot ne 1,98 4,84 4,54 4,00 
Cr td bene aaa 1,95 y 4,68 4,53 1,03 
By 1,63 1,56 1,39 4,05 
4 4,33 1,47 4,32 1,04 
4,25 41,40 4,31 


& différentes tempéraiures, l’allure des courbes exprimant la 
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précipitation des globulines est modifiée. Les figures 5 et 6 
montrent que la quantité de lumiére diffusée, c’est-a-dire le 
nombre, ou le volume (ou les deux) des particules diffusantes, 


log 1s 
I Exp.N°16/¢ 18 
2,00 P= = | 
| \non chauffe 
ios el ka | 
4 Ve 
1,60 % | eal A Fea 
*Y.0° oe Pee keel 
1,40 - pS uae eee 
oo So FASS Coa peer 
1,20 ree (eT a ae ey Se a cree Jet 1 
s\ 164° ae 
1,00 Soe oe OO ae 
: 65° iaeale 
i Bs 42 8 6 7 & © ie 12 14 16 
DILUTION 
Fic. 5. — Lumiére diffusée par du sérum de cheval normal non chauffé (trait 


plein) et chauffé, en fonction de la dilution par de l’eau distillée. Les 
chiffres des abscisses expriment le nombre de centimétres cubes d’eau 
ajoutés 41 cent. cube de sérum. Temps de chauffage : dix minutes. 


DILUTION 


Fic. 6. — Méme expérience que les n°s 16 et 18 (fig. 5). L’échelle des 
ordonnées a été modifiée pour la clarté des courbes (chauffage : dix 
minutes). 


est augmenté. A chaque température correspond une dilution 
optima pour laquellela quantité delumiére dilfusée latéralement 
est maxima. Ce maximum peut étre dd, soit & l’augmentation 
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ie) 


pepe | 
WoW Jot 


An 


DILUTION 


Fic. 7. — Méme expérience que le n° 21, mais pour des chauffages ne dépas- 
sant pas 58° (chauffage : dix minutes). On voit que pour ce sérum, le 
méme que celui de Vexpérience ne 21, l’action de la chaleur est faible 
jusqu’é 58°, et ne se manifeste de fagon importante qu’a partir de 89° (voir 
fig. 6). 


ZAubs 350° 40° 50° 60° ZOOS 


Fic. 8. — Courbe exprimant, en fonction de la température, le déplacement 
des minima des courbes semblables Aa celles des figures 5,6 et 7. Sur ces 
figures, on voit que les courbes correspondant A une température déter- 
minée descendent, puis remontent. Le point minimum (qui correspond a 
un maximum de lumiére diffusée) change pour chaque courbe et corres- 
pond a une dilution déterminée. Ce sont ces déplacements, toujours dans 
le méme sens quand la température s’éléve, que la présente courbe 
exprime, pour un sérum de cheval donné. On voit que la lumiére diffusée 
est maximum pour une dilution de 400 p. 100, quand le sérum a été chauffé 
a 60° pendant dix minutes, tandis que ce maximum a lieu A 700 p. 100 pour 
un sérum chauffé a 40°. 
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de volume, soit &l’accroissement du nombre des particules dif- 
fusantes, soit A ces deux facteurs. 11 ressort clairement des 
courbes que plus la température est élevée, moins le sérum 
doit tre dilué pour obtenir le maximum de précipitation : pour 
le sérum particulier de }'expérience représentée par la figure 5, 
ce maximum est obtenu a la dilution de 700 p. 100 dans le 
sérum non chauffé et de 150 p. 100 dans le sérum chauffé a 65°. 
Ou bien Vinsolubilité des globulines augmente, ou_bien le com- 
plexe albumine-globuline devient plus fragile. Le déplacement 
du maximum (qui correspond & un minimum sur les figures, 


0 


en raison des mesures qui expriment la valeur de log 7 com- 


1 

mence vers 50°. Mais la figure 7 montre que lallure générale 
des courbes n'est modifiée profondément qu’au-dessus de 57° 
dans le sérum étudié. La figure 8 donne Vaspect général du 
phénoméne de déplacement, c’est-a-dire, pour chaque tempé- 
rature, la dilution 4 laquelle correspond le maximum de lumiére 
diffusée pour un sérum donné chauffé préalablement & la dilu- 
lion. 


REDISSOLUTION DU PRECIPITE. 


Le précipité de globulines est redissous en général comple- 
tement par addition de NaCl. Quand le sérum (cheval normal) 
a été dilué de cing fois son volume d'eau distillée, il suffit de 
ramener la concentration en sels entre 30 et 40 p. 100 de la 
valeur initiale, par NaCl, pour entrainer la dissolution presque 
totale. On observe ensuite un plateau (fig. 9) plus ou moins 
horizontal, et ia dissolution est sensiblement complete (les lec- 
tures au photométre remontent 4 leur valeur primitive) a 
100 p. 100. Quand le sérum dilué a été légerement acidifié 


(0 cic. 1 & 0°¢. 05.3) dune solution HCl in) pour délerminer 


une précipitation plus abondante, les quantités intermédiaires 
de NaCl sont moins elficaces, mais quand on atteint 100 p. 100 
la dissolution est pratiquement compléte également. Quand on 
ajoute NaCl sous forme d'une solution & 1 p. 100, on dilue les 
protéines en augmentant la concentration du sel. On obtient 
alors les courbes de la figure 10 qui montrent que Ja redisso- 


lution est toujours presque complete quand le taux de 30 p. 100 
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environ est rétabli. Dans cette expérience, la redissolution était 
produite par des quanlités différentes (1, 2 et 3 cent. cubes) 
d'une solution de NaCl a 1 p. 100. Les points d’incurvation 


LUTION PAR NaCl dn CRistAux 


® 
gE asa ae 


a 


at 


®@ © @ Va eurs ne 


i || enlotlugne 7 
a me SOCPC77 779: 
wy aOD 


4 


i 7qc¢_serum|+ 5 qc H2\0 


oh 035 (6Xe) 07 09 
CONCENTRATION P. CENT 


Fic. 9. — Redissolution du précipité de globulines par jaddition de NaCl en 
cristaux. On yoit que la redissolution est presque complete dés que la con- 
centration des sels atteint environ 0,4 p. 100. 


= = 
fe | | | | Redissblution | oneal | | | | 
{ | Nest |B xp NO q2 


é 


2,30 4 t = ; I 1 a | | | alt 
: A he 28 % | | | | 


Seer Eo lade clan oe | 
L patil C | 
| | 
J reed ie al 
12 14 i i il 
50 33 20 14, alt 91 83 pour cent de sels pestant ----0=-85 


Fre, 40. — Redissolution-du précipité de globulines par addition de NaCl en 
solution a 1 p. 100. Aux environs de 30 p. 100, la dissolution est presque 
compléte et n’augmente guére par accroissement de la concentration. 


A, B, C, des courbes (qui correspondent a la limite de la redis- 
solution pratiquement totale), se trouvent aux concentrations 
33, 30 et 28 p. 100 de la concentration normale des sels. Pour 
ce sérum (cheval normal), cette valeurest donc critique, comme 
le montraient les figures 1 et 2. 
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VITESSE DE SEDIMENTATION DES GLOBULINES. 


Il existe une différence d’aspect nette entre les précipités de 
globuline formés lors de [addition d'eau, suivant les tempéra- 
tures auxquelles le sérum a été porté préalablement. Pour 
remplacer une description forcément imprécise et subjective 
du phénoméne par des mesures quantitatives, nous avons 
mesuré la vitesse de sédimentation du précipité em appliquant 


Tasieau III. 


I 
LECTURES : LOG ad 


TEMPS 
Chauffé pendant 10 minutes a 


Non chauffé eee 


96° 57° 58° 
(I) rave gg A AB 33 1,31 4,26 al eer 
5 minutes... - 133 4,32 4,25 120 
40 minutes... 1,34 4,32 AP 25 4,24 
45 minutes. . . 1,34 4,33 4,25 4,24 
20 minutes... 4,34 4,32 4,25 4,24 
25 minutes .. 4,35 Ase 4,24 4,24 
30 minutes... . 1,66 A383 al Oe 4,24 
3h) TONS . So 1,73 4,28 1523 A285 
40 minutes... 1,86 ley 4,14 4,24 
45 minules. . . Gh! 4,712 Ad , 41,24 
50 minules.. . 1,95 4,82 1,55 4,25 
60 minules.. . AOR 1,93 4,66 4525 
HGS WANN oe 2,04 2,03 Ai Aro) 
90 minutes. . 2,10 2,03 1,80 1,26 
405 minutes . . 2°15 2,03 1,85 4,26 
PANS. 6 eo 2,24 2,03 svar 
SECURES nse. 4,29 
Seheures. 2. ; 2,05 
Tpheures; 2.0. PANE 
Js; NeEUresi soe. ec 2.42 ow 4,45 


) 
la méme méthode que précédem ment, c’est-a-dire en mesurant 
Vintensité relative de la lumiére diffusée & angle droit par la 


solution. Les lectures, correspondant aux valeurs de log 7 


furent faites de cing en cing minutes pendant trois heures ou 
davantage. Le tableau ci-dessus exprime les résultats d’une 
série de mesures exécutées sur un sérum frais de cheval normal 
dilué de cing fois son volume d'eau distillée, de réaction lége- 
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rement acide. Cette dilution, nous l’avons établi dans nos expé- 
riences précédentes, correspond & peu prés & un plateau dans 


la courbe représentant log : (voir fig. 4 et 2). Dans ce tableau, 


les chiffres indiquent les valeurs de log + (tableau III, exp. n° 16 


o 
to) 


—|— 


et fig. 14 et 12, exp. n® 26 et 38). 
On remarquera que les sérums chauffés a 56° et & 57° (puis 


refroidis) présenlent une légére diminution de log 2) qui cor- 


I 
respond & une augmentation momentanée de la lumiére diffusée, 
au bout de trente-cinq minutes dans le premier cas, et de qua- 
rante minules dans le second. Cet accroissement est suivi d’une 
diminution brusque qui se poursuit suivant une courbe régu- 
liére, sensiblement paralléle a celle du sérum non chauffé. Ce 
phénoméne exprime simplement l’éclaircissement progressif de 
la solution au fur et & mesure que les globulines précipitées se 
sédimentent dans la cuve. Mais le fait important el trés signi- 
ficatif est que rien de semblable ne se produit dans le sérum 
chauffé a 58°. En d'autres termes, dans ce dernier sérum, a n'y 
a pas sédimentation, la suspension des globulines est stable. 
Ce n’est qu’a la dix-huiliéme heure qu’on observe un début 
marqué d’éclaircissement. Quand le sérum a été chauflé & 60°, 
62° et 64° on n’observe aucun éclaircissement au bout de dix- 
huit et méme vingt-deux heures. Dans le sérum frais, non 
chaulfé ou chauffé au-dessus de 58°, la vitesse de sédimentation 
est considérable, puisqu’au maximum (entre la vingt-cinquiéme 
et la trentitme minute pour le non chauffé, entre la quaran- 
tiéme et la quarante-cinquiéme pour celui qui fut chauffé a 56° 
et entre la quarante-cinquiéme et la cinquantiéme pour celui 
qui fut chauffé a 57°), le nombre de particules diffusantes est 
diminué de plus de moitié dans un volume donné en ciny 
minutes. Il ne faut pas perdre de vue, en effet, que les chiflres 
du tableau représentent des différences entre logarithmes. Nous 
ne pouvons cependant interpréler les chillres de fagon & com- 
prendre entiérement le mécanisme du phénoméne, car la for- 
mule de Rayleigh ne s’applique, en toute rigueur, qu’a des 
particules petites par rapport ala longueur d’onde de Ja lumiére 
et nous ne savons pas encore l’ordre de grandeur de celles-ci. 
Annales de UInstitut Pasteur, t. XLVI, n° 2, 1932. 44 
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— Sédimentation des globulines 
jusqu’a 57* pendant dix minutes s’éclaircit, c’est-a-dire que les globulines 


Fig. 11. i 
cissement progressif de la solution de sérum. On voit que le sérum chauffé 
se sédimentent, tandis qu’a partir de 58° la solution, d’aspect opalin, est 


stable. 


9 
as ptf 


7 heures 


2h ~) 4 
Temns 


Fic. 12. — Méme expérience que précédemment (n° 26, fig. 44). 
Avec ce sérum, le phénoméne fut beaucoup plus long a se déclencher. 
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Nous avons done un phénoméne nouveau, a ajouter aux quatre 
que nous avons signalés précédemment (viscosité, pouvoir rota- 
toire, lumiére diffusée, facteur de dépolarisation), gu? caractérise 
les importantes modifications physico-chimiques accompagnant 
le chauffage du sérum au-dessus de 57°. Mais ce dernier nous 
apporte une précision nouvelle, car il nous montre qu’appa- 
remment ce sont les globulines qui sont le plus profondément 
affectées entre 57° et 58°. Cette température n’a cependant rien 
d’absolu : certains chevaux ont accusé le méme phénoméne 
entre 58° et 59°. D’autres entre 56° et 57°. Mais |’écart de 1° est 
toujours suffisant pour établir une dilférence extrémement netle 
entre les courbes. 

Ce phénoméne (1), que nous avons toujours retrouvé dans 
ses grandes lignes, ne se reproduit pas toujours au bout du 
méme laps de temps. Dans certains cas, il s’est produit au bout 
de quatre heures. Dans un cas, dix-huit heures se sont écoulées 
avant que la sédimentalion se produise. Il est en général plus 
net quand on acidifie la solution par 0 c.c. 1 de HCl ae La 
valeur du pH joue évidemment un role important. Mais l’aci- 
dification doit étre faible, car on sait qu’en l’augmentant lége- 
rement on détermine la redissolution du précipité. 


SEDIMENTATION EN FONCTION DE LA TEMPERATURE. 


Si l’on porte en abscisses les températures, on met égale- 
ment en évidence le point critique des courbes. Dans l’expé- 
rience n° 39 (fig. 13) et les expériences 41, 44 et 46 (fig. 14 
et 15), la courbe supérieure correspond aux lectures faites sur 
le sérum chauffé et dilué (toujours de cing fois son volume 
d'eau), sans agilalion préalable, c’est-a-dire avec le dépdt sédi- 
menté au fond de la cuve, tandis que la courbe inférieure cor- 
respond aux mémes solutions agitées de facon a remettre le 
dépét en suspension. Vingt-quatre heures apres la dilution, on 
observe que les courbes se rejoignent quand le sérum a été 
soumis au chauffage de diz minutes a une température de 58°, ce 
qui signifie qu'il ne s’est produit aucune sédimentation, 


(1) P. Lecomte pu Novy et V. Hamon. C. R. Soc. Biol., 106, 1931, p. 352. 
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Ce point correspond & la suspension stable des globulines. 
Les courbes sont analogues, qu’il s’agisse de sérum de lapin 


logy J ONTHURUSE 


POT BRO 50° eee 40° 45° 509 OOF 60° 
TEMPERATURE 
Fic. 43. — Lumiere diffusée par les dilutions de sérum a 690 p. 100, en fonc- 


tion de Ja température 4 laquelle le sérum a préalablement été porté 
pendant dix minutes. La courbe supérieure (disques noirs) représente les 
valeurs obtenues avec la solution non agitée, le précipité étant sédimenté 
au fond de la cuve; la courbe inférieure (cercles blancs) représente au 
contraire les valeurs obtenues avec les mémes solutions agiltées pour 
remettre le précipité en suspension. A 57° les courbes se rejoignent: 
lagitation ne joue plus aucun role, la suspension étant stable. 
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(fig. 15), de mouton ou de pore. Le sérum dilué de beeuf 
donne, & partir de 60°, en vingt-quatre heures, un précipité 
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trés abondant 'qui ne sédimente pas, et qui devient de plus en 
plus opaque & mesure que la température augmente : a 67°, 


nous avons observé une valeur de log : proche de 1,00. A 60°, 


LORS 710, 


30° 54° 58° 42° 46° 50° 54? 58° Se 
TEMPERATURE 


Fic. 145. — Mémes expériences que celles des figures 13 et 14, 
mais avec du sérum de lapin et aprés addition de faibles quantités d’acide. 


elle était voisine de 2, ce qui signifie que la lumiére diffusée a 
décuplé pour une différence de température de 7°. 


ACTION DE LA DUREE DU CHAUFFAGE. 


Jusqu ici, nous avons toujours considéré des sérums chauffés 
pendant dix minutes. Lorsque le chauffage est prolongé a 
température constante, le point qui correspond & la réunion 
des courbes (fig. 13, 14, 15) [point critique de suspension 
stable des globulines] est déplacé du cété des basses tempéra- 
tures. Pour le cheval, par exemple, en deux heures de chauf- 
fage, ce point se trouve (dans une série d’expériences) & 53°; 
pour une heure de chauffage, & 54° et pour cing minutes 
4 58°. La figure 16 montre I’allure générale du phénoméne de 
déplacement du point critique. 

Quand on laisse le précipité pendant trois jours (au lieu de 
vingt-quatre heures) en contact avec la solution, il est altéré 
et ne se redissout pas enli¢rement par addition de NaCl. 


* 
* * 


On peut essayer de se rendre compte expérimentalement si 
ce point crilique — aux environs de 58° pour un chauffage de 
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dix minules — correspond & un changement d’état dans la 
dispersion des globulines. II suffit pour cela d’avoir recours au 
facteur de dépolarisation qui a élé étudié dans un précédent 
mémoire (1). Je rappelle que le facteur de dépolarisation (¢) 


est égal au rapport = du faisceau lumineux polarisé horizon- 


talement au faisceau polarisé verticalement, diffusés latérale- 
ment par un liquide ou une solution. Si le faisceau diffusé est 
complétement polarisé rectilinéairement avec vibrations verti- 


| Exp. 56 A6 
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Fia, 16. — Courbe représentant, pour un sérum normal de cheval, le dépla- 
cement du point de rencontre (point critique de stabilité) des courbes 
telles que celles des figures 13, 14 et 15, mais pour des sérums chauffés. 
pendant des temps différents. On voit qu’a partir de 55° ’influence du temps. 
de chauffage est bien plus importante qu’au-dessous de 55°, 


cales, I,,==0 donc p=0. Si le faisceau diffusé est compléte- 
ment dépolarisé, c’est-a-dire formé de lumiére naturelle, 
1, =I, done ¢=1. Done ¢ est toujours compris entre 0 et 1 et 
sa valeur est d’autant plus élevée que le faisceau diffusé 
contient moins de lumiére polarisée verticalement. Le rapport o 
dépend, entre autres facteurs, de l’anisotropie optique molécu- 
laire. Les particules ultra-microscopiques colloidales sont 


(1) Lecomre pu Novy. Ces Annales, 43, 1930, p. 251. 
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généralement sphériques et isotropes, et tendent a diminuer la 
valeur de ¢. Un liquide qui diffuse une lumiare A peu prés com- 
plétement polarisée est une solution colloidale et non un liquide 


homogéne. 

J’ai montré que le sérum pur — et faiblement dilué par de 
la solution physiologique — ne se comportait nullement 
I = 
037 “y 
035 iS 

gq 
8 
O33 al hae SS 

O51 ale $ ee oi | 
.0,29 ea al x 
0,27 | a 2 
> 

025 
iE iS 
0,23 = 
a cos 
0,21 | ze 
K 
% 
0,19 | > 
0,17 IE + 
0,15 IL esl = 
72.0 i i 
O15 ! > 
b = ia & 
SQ | TBS 
O11 i a z 
U 


AMA Se 


' 


Ss 


020° So 46° DO iste 60° 65° 70° 
TEMPERATURE 


Fic. 47. — Facteur de dépolarisation o de solutions de sérum de cheval, en 
fonction de la température. On observe une diminution importante 4 
partir de 55°, diminution qui n’est jamais observée quand le sérum est 
dilué au moyen de la solution physiologique de NaCl A 0,9 p. 100. Les 
triangles blanc et noir correspondent aux valeurs obtenues ayec un sérum 
ainsi dilué au 1/4 et 4 1/2. On constate que ces valeurs sont plus basses 
que celles observées avec le sérum dilué au 1/6 par H,0. 


comme une solution colloidale, mais au contraire comme une 
solution vraie, et que p augmentait considérablement lors du 
chauffage. Ceci indiquait que l’anisotropie optique des molé- 
cules augmentait par suite de I’hydratation. 

Or, nous venons de voir qu’entre 57° et 58° une modification 
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importante se produisait dans le sérum chauffé, puis dilué 
suffisamment avec H,O pour que les globulines précipitent. 
Avant 57° elles se sédimentent; au-dessus de 58° elles restent 
en suspension. L’aspect de la solulion est colloidal, laiteux, 
mais avons-nous vraiment affaire 4 une solution qui atteint, 
entre 58° et 60°, un état de dispersion colloidal? ou bien cet 
aspect, comme dans le cas du sérum pur, correspond-il 4 une 
hydratation de molécules indépendantes? . 

Il suffit de jeter un coup d’eeil sur la figure 17 pour se rendre 
compte qu’aux températures voisines de 58° correspond une 
chute importante du facteur de dépolarisation que l’on peut 
vraisemblablement attribuer & la formation de granules colloi- 
daux isotropes. Nous n’avons jamais, dans le cas du sérum 
pur ou dilué de solution saline, observé de chute semblable. 
Mais, d’autre part, la valeur initiale du facteur » de la solution 
de sérum (non chauffé) est beaucoup plus haute que celle du 
sérum non dilué. On peut faire thypothése que cette haute 
valeur est due aux modifications introduites dans l’anisotropie 
optique de la molécule par la dilution des sels. 

De toutes facons, pour le sérum pur il n’y a pas diminution 
mais augmentation de cetle anisotropie, c’est-a-dire que la solu- 
tion n'est pas colloidale, tandis que dans le cas de sérum 
dilué d’eau distillée la chute, parfois considérable, de la 
valeur de ¢ peut s’expliquer par l’agrégation momentanée des 
particules. 

Mais aprés qu'une certaine valeur minima de » est atteinte 
(au-dessous de 60° pour le sérum de cheval, au-dessus de 60° 
pour le beeuf et le chien) on observe un accroissement rapide 
et important de ¢. Il est trés difficile d’interpréter ce phéno- 
méne, en raison de la double altération subie par les protéines 
du fait de la dilution d’une part, et de la baute température 
d’autre part. Albumines et globulines sont irrémédiablement 
dénaturées et probablement désintéyrées. 


CONCLUSIONS. 


Quand on dilue du sérum non chauffé et chauffé avec de 
l'eau distillée, on constate, pour celui qui a été porté aux 
environs de la température critique, c’est-a-dire entre 55° 
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et 59°, suivant l’animal, une modification trés nette de la 
dispersion des globulines précipitées qui, pour une différence 
de température de l’ordre de 4° (entre 57° et 58° par exemple) 
se manifeste par la stabilité de la suspension & 58° tandis 
qu'elles se sédimentent & 57°. La netteté du phénoméne dépend 
entre autres facteurs du pH de la solution. 

{l existe un point critique de stabilité qui se déplace vers les 
basses températures quand le temps de chauffage augmente : 
pour le cheval, il est par exemple & 58° pour un chauflage de 
cinq minutes et & 53° pour un chauffage de deux heures. 
L’action du temps de ghaulee diminue trés rapidement au- 
dessous de 55° 

Le facteur a dépolarisation du sérum dilué, élevé quand le 
sérum n’a pas été chauffé, diminue brusquement vers 53° pour 
atteindre une valeur minima vers 58° pour le cheval et vers 65° 
pour le chien et le boeuf, aprés quoi il remonte rapidement. La 
stabilité de la solution (sédimentation nulle ou trés faible) 
semble correspondre & ce minimum, qui pourrait caractériser 
un état colloidal de la suspension des globulines. 


ETUDES SUR LA PESTE AVIAIRE DEGYPTE 


par E. LAGRANGE 


Dans un mémoire précédent [43], nous avons briévement 
exposé les caractéres généraux d’une infection a virus filtrable 
des poules, qui sévit intensément en Kgypte; nous avons décrit 
ses principaux symptomes et cherché & la différencier des 
autres infections analogues des volailles pour justifier le nom 
de pseudo-peste aviaire d’Egypte, ou plus simplement de peste 
aviaire d’Egypte que nous lui avons donné. On connait actuel- 
lement plusieurs virus pestiques des volailles qui se distinguent 
soit par leurs caractéres sérologiques, soit par les tropismes 
particuliers de leur virus, soit enfin par leur répartition géo- 
graphique. 

La peste aviaire, comme l’ont déja signalé Schweitzer {30} 
et Todd [33], est un virus idéal pour l'étude des propriétés 
générales des infections 4 ultra-virus. Sa mortalité réguliére et 
rapide est un facteur & considérer pour un travail ott chaque 
fait doit étre vérifié par la vie d’un animal neuf, et la poule 
offre, a ce point de vue, des avantages particuliers ; elle est en 
méme temps l’animal de la maladie naturelle et un excellent 
sujet d’expérience; elle n’est pas difficile & obtenir en bon état 
de santé et & un prix relativement bas. Enfin, le virus peut se 
conserver longtemps sans variations sensibles. 

A part son intérét local, la peste aviaire d’Egypte peut aider 
a compléter ce que nous savons déja de la peste aviaire. La 
maladie étant endémique au moins six mois de l’année, nous 
sommes ici dans les meilleures conditions pour étudier le 
processus d’infection naturelle et l’épidémiologie. 

Depuis mars 1928, nous nous sommes livré a des expé- 
riences de nature a élucider la nature de l’infection pestiqueet, 
en méme temps, certains problémes généraux de la théorie des 
ultra-virus. Plusieurs exposés particuliers ont déj& paru dans 
les années 1929, 1930 et 1931. Il convenait de grouper dans un 
mémoire d’ensemble le résultat de ces expériences et observa- 
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tions qui ont duré trois ans et consommé au total 1.000 poules 
et plus de 100 moineaux. 

Pour ne pas allonger inutilement ce mémoire, nous ne 
reviendrons pas sur ce qui a été dit dans nos publications 
antérieures, sauf pour les compléter ou les regrouper. 

A propos de la symptomatologie, notons ici la température. 
Elle se caractérise par une ascension rapide & 42-43°, suivie 
d'une chute a 35°, qui peut durer plusieurs jours dione les 
formes prolongées. 

Comme lésions d’autopsie, la peste aviaire d’Egypte n’offre 
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Fic. 14. — Courbes de température. 


rien de bien particulier 4 distinguer de la peste aviaire vraie ; 
la coloration chocolat du foie est la lésion la plus constante. 
Puis viennent les lésions ovariennes déja signalées par les pre- 
miers observateurs; elles provoquent des hématomes de l’ceuf 
en formation et de véritables péritonites ovariennes. Un détail, 
assez curieux cependant 4 noter, & propos du systéme génital: 
grace & la durée plus longue de la peste aviaire d’Egypte, il 
peut arriver que la poule ponde un cuf pendant lincubation 
dela maladie; il est trés fréquent que l’euf soit alors privé de 
sa coquille et simplement entouré du chorion. Ajoutons que, 
maintes fois, nous avons observé des morts par peste ayiaire 
d’Egypte vérifiées par inoculation, sans aucune lésion macros- 


copique. 
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Nous étudierons successivementen quatre chapitres distincts : 
1. Les propriétés du virus et l’allure générale de l’infection ; 
2. L’immunité; 

3. L’auto-stérilisation ; 

4. L’épidémiologie. 


CHAPITRE PREMIER 


PROPRIETES DU VIRUS 
ET ALLURE GENERALE DE LINFECTION 


Le virus de la peste aviaire d’Egypte se présente dans les 
différents organes sous des formes diverses [16]; il convient 
donc de spécifier sous quelle forme le virus étudié a été pris; on 
peut prendre pour type le virus de sang frais, réguliérement 
virulent, gu il est facile d’obtenir stérilement par ponction car- 
diaque aprés la mort, et de filtrer. A noter que le sang de la 
poule infectée est extrémement coagulable et se coagule méme 
en milieu citraté ou oxalaté. 


1. — Durée de conservation du virus-sang. ’ 


Conservé aJaglaciére en ampoules scellées, mélangé en parties 
égales avec du liquide physiologique oxalaté ou citraté de 
4/4100 & 1/4.000, le virus se conserve plus de vingt-cing mois 
en donnant la mort dans des délais sensiblement normaux. 


Virus n° 28 conservé du 17 décembre 1928 au 19 novembre 1929; 0 c. c.4 en 
injection intra-musculaire tue en quatre jours. 

Virus n° 20 conservé du 7 décembre 1928 au 28 septembre 1929; 0 ¢. c. 1 en 
injection intra-musculaire tue en cing jours. 

Virus n° 20 conservé du 7 décembre 1928 au 419 janvier 1934; 0 c. c. 1 en 
injection sous-culanée tue en quatre jours. 


Il en est de méme dujaune d’ceuf prélevé dans l’abdomen A 
l‘autopsie et conservé pur en ampoules. 

Mais la température de la glaciére est essentielle a la conser- 
valion. 
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Le virus vieilli differe du virus frais par les points suivants : 

Le virus frais traverse les muqueuses saines (soil la conjonc~ 
tive, soit la muqueuse cloacale); aprés plusieurs mois de 
conservation, le virus a perdu ce pouvoir de pénétration. 

Le virus frais de sang ou d’excreta dilué au 1/50 et filtré sur 
hougie Li ou L3 est virulent; mais ce liquide filtré, conservé & 
Yabri de toute contamination, perd sa virulence en quelques 
semaines. 

De méme, le sang fillré vieux n’est plus virulent. 

Enfin, 4 inverse du sang frais, le sang vieux ne résiste pas & 
un chauffage & 56°. 


Mucus nasal filtré + fientes filtrées virulentes le 10 janvier 1929 ne tuent 
plus le 14 février. 

Fientes filtrées le 9 mars 1929 sur bougie L3 (virulentes) ne tuent plus aprés 
huit mois de glaciére en novembre 1929. 


II. — Action de divers agents physiques et chimiques. 


A. — CHALEUR HUMIDE. 


x 


Le virus-sang frais résiste 8 un chauffage de quarante-cing 
minutes a 57°. 

Sang du n° 272 au 57° frais, dilué au 1/20, chauffé trois quarts d’heure au 
bain-marie le 3 janvier 1930, injecté a la dose de 1 cent. cube, tue en 
quatre jours; 

Sang du ne 20 du 40 janvier 1929, dilué au 1/20, chauffé dans le méme bain- 
marie acoté du précédent, ne tue plus, alors que, non chauffé, il tue 4 la méme 


dose en cing jours (1). 


Un chauffage d'une demi-heure & 65° tue le virus. 


B. — CuHALEUR SECHE ET DESSICCATION. 


La pulpe d’organe broyé est étalée dans un exsiccateur 
au Clt?Ca anhydre a I’étuve a 37°. A divers intervalles, un 
fragment desséché est émulsionné dans de l’eau physiologique 
et inoculé & un animal sain. Progressivement, la mort est 


(1) Les injections d’épreuve sont, pour le sang, de 1/20 A 1/200 de centi- 
metre cube pour les émulsions d’organes, 1 cent. cube d’émulsion du 1/10 
au 1/20 environ, & moins dindication contraire. 
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retardée et, aprés une dessiccation suffisamment prolongée, 
‘inoculation est inoffensive. Au passage suivant, la virulence 
_revient 4 la normale. 


Cerveau du n° 3, traité comme ci-dessus le 12 novembre 1928 : 

Un fragment injecté apres deux jours a n° 10; mort le dixiéme jour; 

Un fragment injecté aprés quatre jours a n° 44; mort le douziéme jour; 

Un fragment injecté apres six jours a n° 13; mort le treiziéme jour ; 

Un fragment injeclté aprés quatorze jours a n° 15; résiste. 

Toutefois, celle série donne des résultats plus retardés qu *habituellement ; 
eénéralement, le virus desséché deux jours tue en cing a sept jours; le virus 
devient inoffensif aprés des durées de séjour 4 létuve a 37° variant de 
cing a huit jours. 


Ajoutons que le virus des excreta abandonnés dans les 
cages & air, méme a l’abri de la lumiére vive, se détruit rapi- 
dement. 


C. — DkrssiccaTIon A FROID. 


Laissons tomber par gouttes du sang frais dans une boite de 
Petri; celle-ci est mise dans |’exsiccateur a la glaciére. Dés le 
lendemain, les gouttes sont devenues autant de paillettes qui se 
décollent facilement. Aprés vingt jours a laglaciére, une goutte 
tue dans les délais normaux; aprés quarante jours elle ne tue 
plus. La dessiccation 4 froid ne constitue donc pas un procédé 
intéressant de conservation du virus de la peste aviaire d’ Egypte. 


D. — Guyctrine. 


Pour la conservation du virus des organes, il est essentiel de 
connaitre le pouvoir de conservation de la glycérine. Nous nous 
sommes servi de la glycérine diluée d’eau & volume égal. Ce 
mélange détruit le pouvoir pathogéne du virus en moins de 
quatre mois a la glaciére. 


Virus (rate et cerveau de maladie naturelle) du 419 janvier 1929 : 
Aprés vingt jours en glaciére lue en sept jours; 

Apres cinquante jours en glaciére tue en huit jours; 

Apres quatre mois en glaciére ne tue plus. 


A 37°, les émulsions glycérinées perdent leur virulence en 
six jours. 
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Ki. — Acine pHENiQuE. 


Employé en solution a 1 p. 100, l'acide phénique exalte 
d’abord la virulence, puis détruit le virus. Le virus exalté se 


maintient exalté pendant un a deux passages, puis progressi- 
vement revient a la normale. 


Virus-cerveau dinfection naturelle & raison de 100 cent. cubes pour un 


cerveau conservé a la glaciére et injecté a la dose de 1 cent. cube sous- 
cutané, 15 mai 1929. 


Aprés quatre jours tue en moins de trois jours; 
Apres dix jours tue en moins de trois jours; 

Apres vingt-huit jours tue en moins de quatre jours; 
Apres cinquante jours ne tue plus. 


Méme aprés deux injections intramusculaires, le virus-cer- 
veau phéniqué ne vaccine pas. 


F. — FLuorure DE sopium. 


Dilué a 1 p. 100, le fluorure de sodium détruit le virus en 
moins de un mois et ne semble pas inléressant pour la prépa- 
ration de virus atténués. 


Un cerveau virulent, émulsionné dans 100 cent. cubes de NaFl 41 p. 100 et 
conservé a la glaciére, le 16 avril 1929 : 

Aprés dix jours tue en quatre jours. 

Aprés trente jours ne tue plus. 


Deux injections intramusculaires 4 six jours d’intervalle 
aprés alténuation suffisante ne vaccinent pas. 


G. — Formou. 


Une solution de formol a5 p. 1.000 détruit la virulence du 
virus en moins de quarante-huil heures a 37°. 


Ill. — Voies dinoculation et répartition du virus 
dans l’organisme. 


D’une facon générale, le sang virulent frais prend par 
toutes les voies : voie sous-cutanée, voile musculaire, cérébrale, 
ingestion, dépot sur la: conjonctive, sur les narines, la peau, 
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sur la muqueuse du cloaque, a doses trés faibles et tue en un 
délai moyen de quatre 4 cing jours. 

On peut en dire autant du virus de tous les organes sous les 
réserves suivantes : 

1° La voie musculaire (dans le pectoral), d’abord fréquem- 
ment employée avec le virus-cerveau, est & déconseiller 
(pour le cerveau seulement) 4 cause des accidents fréquen!s 
qu'elle provoque : environ une minute apres ‘l’inoculation 
d’émulsion cérébrale, il arrive dans 10 & 20 p. 100 des cas 
que l|’animal est pris de violentes convulsions et meurt immé- 
diatement. 

Ces accidents sont identiques 4 ceux que T. M. Doyle a 
observés dans la maladie de Newcastle par injection intravei- 
neuse de matiére cérébrale. Il cite les expériences de Hyde et 
Parsons [8] qui ont étudié systématiquement l’injection intra- 
veineuse de tissu nerveux. Nous avons fait 4 ce sujet des expé- 
riences confirmalives sur le rat. Cependant, nous hésitons a 
attribuer cet effet de l'injection intramusculaire & une entrée 
accidentelle dans une veine. 

2° Par ponction a la punaise, il est facile de perforer la paroi 
cranienne sans provoquer de réaction de la poule, et on peut 
injecter 0c.c.05a 0 c.c. 1 de produit virulent, sang ou matiére 
cérébrale. Aubout de dixa vingt heures, les réactions deviennent 
moins vives, l’animal est comme engourdi, bientét l’attitude 
caractéristique apparait et l’animal meurt habituellement en 
moins de quarante-huit heures. ll ne semble pas s’agir ici d’une 
exaltation de virulence, mais d’une pénétration plus rapide 
du virus dans les centres nerveux, qui sont les plus sensibles 
& son attaque mais les mieux protégés contre son invasion. 
Nous y reviendrons tout 4 Vheure. D’ailleurs, au bout d’un ou 
deux passages, la virulence du germe introduit par la voie 
sous-cutanée redevient définitivement normale. 

Songeant 4 provoquer une infection aulostérilisable, nous 
avons réalisé la série suivante par injection de cerveau a cer- 
veau, en prenant toujours soin de prélever un fragment de 
Vhémisphére opposé a celui de la piqdre. 


Cerveau injecté dans le muscle de : 


72 —> Ti —> 85 (intramusculaire) A —> 86 —> 91° _» 92 _» 96 _» 97 —> 99 
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Avec durée de maladie de : 
+ 3j. + 34h. + 40h. 3j. 26h, + 56h.— de22h. + 40h. 38h. 


Le virus diffuse hors des centres nerveux dans tout l’organisme. 

Le sang de 91, prélevé au cur post mortem, tue la poule 94 en deux 
jours par voie intramusculaire ; les fientes de 91 sont également virulentes : 
aprés dilution au 1/50e et alcalinisation, le filtrat sur L3 tue 93 en sept 
jours ala dose de 2 cent. cubes. 


3° Le vieillissement du sang a la glaciére n’smpéche pas 
Yaction de linjection ni de la friction sur la peau, mais rend 
Vingestion et le dépot sur les muqueuses inoffensifs. 

4° Le virus des divers organes se différencie du virus sang 
par les points suivants. L’injection de tissu musculaire tue en 
moins de deux jours; Vingestion est absolument inoffensive. 
Au passage suivant, le virus tue dans les délais normaux. 

La bile est régulitrement avirulente, ce qui ne cadre pas avec 
les données classiques (v. Gerlach) [5). 

Le poumon est parfois avirulent tant par ingestion que par 
injection musculaire. 

La poule 59 mange un poumon de 33 et résiste (le sang de 53 est virulent). 

La poule 58 recoit en injection intramusculaire l’autre poumon et résiste. 


Les 2 poules sur 10 examinées, dont les poumons étaient avirulents, étaient 
mortes d'infection naturelle confirmée. 


5° La filtration sur bougie L1 ou L3 du sang prélevé au coeur 
et du liquide d’cedéme de la téte laisse passer un liquide viru- 
lent par injection mais avirulent par ingestion. Mais la filtration 
des organes ne laisse passer aucun élément infectieux. Pour- 
tant, ces organes sont souvent gorgés de sang. Nous avons 
employé divers artilices pour modifier ce résultat, par exemple 
la dilution en bouillon, l’alcalinisation du milieu, l’agitation 
avec 10 p. 100 d’éther ou de chloroforme aprés dilution au 
4/100; en vain. A noter que, quand elle agit, l’injection de pro- 
duits filtrés tue généralement aprés sept ou huit jours seulement. 

6° A un point de vue général, il en résulte que la peste 
aviaire d’Keypte est une septicémie dont le virus trés diffu- 
sible peut pénétrer par toutes les voies. Mais faut-il se figurer 
ce virus comme indifféremment répandu sous une forme iden- 
tique? Les faits qui précédent prouvent qu’il n’en est rien, et 
il est probable que le virus a une morphologie différente dans 
divers organes [16]. 

Annales de l'Institut Pasteur, t. XLVIII, n® 2, 1932. 15 
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IV. — Dose mortelle. 


Nous avons antérieurement affirmé que la dose mortelle 
n’atteignail pas 1/500 de centimetre cube. Mais ce chiflre n’a 
plus élé retrouvé. Des mesures ullérieures nous ont montré 
qu’elle est essentiellement variable, généralement 1/5.000, 
rarement 1/f0.000 et qu'elle n’atteint jamais le 1/25.000, 
sous réserve de la variation du virus qui sera signalée toul a 
Vheure. La dose injeclée n’influe guére sur la vitesse d’évolu- 
tion de l’infection. Ces chiffres s’entendent pour une injection 
poussée dans le muscle pectoral, le sang étant dilué et injecté 
par | cent. cube. 


V. — Essais de culture du virus. 


Les échecs presque constants que rencontre l’expérimenta- 
teur cherchant 4 cultiver les virus invisibles sur des milieux non 
vivants n’encouragent guére & tenter de nouveaux essais. 
Cependant, nous avons cherché a profiter de laffinité toute 
parliculiére du virus pestique pour le jaune d’ceuf pour ino- 
euler soit des wufs frais de poules saines, soit des tubes de 
jaune d’euf. Tous ces essais ont été négatifs. Tant que le jaune 
est en voie de multiplication dans les voies génitales de la 
poule infectée, le virus s’y concentre; dés qu'il est au contact 
d'un jaune au repos, la multiplication du virus s’arréte. 


VI. — Transmission aux espéces sensibles. 


Les petits mammiteres de laboratoire essayés par n’importe 
quelle voie sont absolument réfractaires au virus. De méme les 
canards, canards de Barbarie, pigeons et oies. Seul, des oiseaux 
faciles & se procurer, le moineau est sensible au virus et fait 
une maladie caractérisée. Dans l’espoir de nous procurer a bon 
marché des oiseaux peu encombrants — avantages sérieux 
pour un laboratoire a crédits limités — nous avons insisté sur 
son emploi pour y renoncer bientét. 
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Les symptomes diffrent assez de ceux de la poule; l’animal 
hérisse ses plumes, dort, puis brusquement, vingt-quatre a 
quarante-huit heures aprés, tombe en avant, la téte en exten- 
sion, la respiration superficielle et rapide, meurt en quelques 
minutes. La diarrhée est inconstante ; jamais loiseau ne pré- 
sente la perte d’équilibre ressemblant & la paralysie comme la 
poule. L’appétit ne disparait pas, il n’est pas rare de voir le 
moineau mort avec un grain de sorgho dans le bec. Dans les 
formes durant trois 4 quatre jours, l’oiseau présente une atti- 
tude trés caractéristique : il reléve la téte et fait des sauts 
périlleux en arriére presque continus, soit en un temps, soit 
en deux temps, avec arrét au plafond de sa cage. 

La mort arrive généralement de deux ou trois jours apres 
Vinoculation ; elle peut ne se produire parfois qu’au bout de 
cing & six jours. 

Apres deux et quatre passages de moineau & moineau par 
inoculation musculaire de sang, la poule reprend le virus qui 
tue dans les mémes conditions qu’avant ces passages. 

Les matiéres diarrhéiques ne sont pas virulentes. 

L’infection retardée par l'atténuation du cerveau de poule a 
pu étre reproduite chez le moineau. A premiére vue, ces con- 
ditions paraissent intéressantes pour utiliser le moineau & des 
expériences sur la peste aviaire. Mais il n’en est rien. 

Le moineau se plie difficilement a la captivité ; nous l’avons 
accoutumé en laissant les cages en plein air, les moineaux 
étant mis autant que possible seuls ou au maximum par deux. 
Malgré cela, il arrive que des témoins meurent de mort natu- 
relle (l'inoculation a la poule prouve l’absence de peste aviaire) 
dans les mémes délais que les animaux d’expérience, obligeant 
a des vérifications sur la poule ou a des répétitions nombreuses 
avec interprélation de résultats incertains. 

D’autre part, le moineau ne prend pas a tout coup et méme 
il guérit de la maladie déclarée. Enfin, fait remarquable, les 
conditions déja peu intéressantes a la saison froide (janvier et 
février) deviennent parfaitement insuffisantes dés le printemps. 
A Suez, dés mars, le moineau ne meurt quirréguliérement, 
sinon exceptionnellement de peste aviaire expérimentale. 

En mai 1930, une oie s'est envolée d’une basse-cour voisine 
et s’est introduite dans la notre. Aprés quelques jours, ot elle 
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errait en liberté, elle a présenté des symptémes nerveux rap- 
pelant nettement la peste aviaire : tournis continu, puis désé- 
quilibre et parésie des pattes. L’oie est sacrifiée in extremis. Le 
cerveau inoculé & une poule la tue en six jours avec symp- 
tomes typiques de peste aviaire. Une nouvelle oie achetée a ce 
moment résiste successivement a l'ingestion d’un foie entier 
de poule, & une friction de sang pur sur la peau de la face 
interne de l’aile et & l’'inoculation sous la peau d'une forte 
dose du cerveau de l’oie morte. 

La peste aviaire d’Egypte peut donc tuer l’oie adulte, mais 
nous n’avons pu la transmettre expérimentalement & l’oie 
méme en partant d’une oie infectée. Des circonstances de cette 
expérience, il semble résulter que cette oie ne s'est pas infectée 
en circulant en liberté dans la cour du laboratoire, mais qu'elle 
avait constalé une infection que nous n’avons pu reproduire 
expérimentalement. 

En septembre 1930, nous avons pu également infecter la 
caille, mais les cailles séjournant dans la méme cage ne se 
sont pas infectées par voisinage. 


VII. — Pathogénie. 


Nous avons vu antérieurement que la peste aviaire d’ Egypte 
comporte aprés |’incubation deux phases bien nettes : une pre- 
miére septicémique, o& les symptémes sont principalement 
d’ordre digestif et respiratoire et ot je virus existe dans le sang, 
et une deuxiéme oi apparaissent des symptOmes nerveux avec 
perte de l’équilibre ou sommeil progressif. 

C'est cette observation qui nous a éclairé sur la maniére 
d’entreprendre la vaccination; elle nous a conduit, d’autre part, 
& faire les essais suivants sur la diffusion progressive du virus 
dans l’organisme. 

Injectons & 2 poules 1/20 de centimétre cube de sang viru- 
lent dans le pectoral; aprés quarante-huit heures, ces poules 
ont de la diarrhée et ne mangent plus; mais |’wil est vif, les. 
mouvements saccadés comme & l'état normal; le systéme ner- 
veux ne parait pas touché, et ne manifestera son atteinte que 
vingt a trente heures plus tard. Prélevons sur l'une d’elles, du 
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sang du ceeur, un fragment de foie et d’encéphale et injectons-les 
a3 poules neuves. Le sang et le foie sont virulents, lencéphale 
ne l’est pas. Apres soixante-douze heures, opérons de méme sur 
la deuxiéme poule; & ce moment, elle a pris une attitude de 
malade qui rappelle la silhouette de pintade, téte rentrée dans 
les épaules, queue basse, mouvements lentset rares; l’atteinte 
du syst#me nerveux est manifeste et l’enjection d’encéphale est 
positive. 

Aucours de ces essais, nous avons injecté le 28 février 1929 les organes d'une 
poule C malade spontanément, infectée depuis environ quarante-huit heures 
el dont lesysteme nerveux paraissait indemne. Le sang a la dose de 0,05 tue 
en six jours, le foie tue en trois jours; l’encéphale estinjecté 4 84. Le 4 mars, 
diarrhée brune; le 6 mars, elle présente un tournis singulier, le cou tordu a 
droite et tendu en haut, la téle est comme entrainée a droite et le corps suit 
le mouvement de torsion; elle tourne ainsi toute la journée et, le soir, elle 
arrive a s'appuyer contre la paroi de sa cage et A s'arréter; le 7 mars, le 
mouvement repart plus lentement toute la journée; le 8 mars, le mouvement 
est arrété, les plumes hérissées, la poule dort debout; le 10, elle mange et 
va mieux; le 12 au matin, elle est trouvée morte; depuis le 7, la température 
s’est maintenue aux environs de 35°. 

A l'autopsie, foie avec de gros foyers jaune-clair, ramollis et stériles. 

Encéphale virulent (tue en 12 jours). Cette forme atypiquen’a pu étre repro- 
duite et ne s’est reproduite par hasard que deux fois au cours de nos 
recherches. 


L’invasion du névraxe est done tardive et postérieure & celle 
des autres organes. Ceci peut d’ailleurs s’expliquer par une 
résistance & l’entrée, autrement dit par la difficulté pour le 
virus 4 franchir la barriére hémato-encéphalique. En tout cas, 
Vattaque du systéme nerveux est le prélude de la mort. 

Faut-il en conclure que le virus est neurotrope, en se basant 
sur la gravité des phénoménes nerveux, ou conclure qu’il ne 
l’est pas, & cause de la résistance prolongée du tissu nerveux? 

Rappelons ici les expériences citées plus haul sur l’effet des 
inoculations intracérébrales qui délerminent Ja deuxiéme 
phase a bref délai et la mort en moins de quarante-huit heures. 
Ces expériences confirment les précédentes. Il est intéressant 
de constater que le virus, méme dans ces derniéres conditions, 
diffuse dans toute l'économie. 

A la suite de ces expériences, ainsi que de celles qui vont 
suivre, nous considérons la peste aviaire d Egypte comme une 
septicémie avec infection du systeme nerveux ; |’élimination 
se faisant par les voies respiratoires supérieures et digestives. 
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CHAPITRE II 


IMMUNITE 


L’immunité naturelle contre la peste aviaire n’existe prati- 
quement pas chez la poule et (étant donné la gravité de Vin- 
fection), limmunité acquise par une premiére infection est 
rarissime. 

Constatant importance des phénoménes nerveux dans }’évo- 
lution de la peste aviaire d Egypte, nous avons essayé de vac- 
ciner avec un virus alténué : le cerveau desséché 4 37°; c’est 
A peu pres Vidée qui était venue & Kraus et Schiffmann [42] 
en constatant que la jeune oie faisait une peste aviaire & évo- 
lution plus longue que celle de la poule. 

Comme il a été dit plus haut, un séjour plus ou moins long 
du virus au dessiccateur 4 37° prolonge l incubation de la mala- 
die; en général, au dela de buit jours de dessiccation, le virus 
ne tue plus la poule. Mais une injection de ce virus-cerveau 
atiénué ne protége pas contre administration de virus (1). Par 
contre, si on essaie d'injecter ensuite un virus desséché trois 
& six jours 4 37°, la poule reste indemne et résisle uitérieure- 
ment a Vinjection méme intracérébrale de virus frais. Encore 
faut-il que ce vaccin soit injecté dans le muscle. 


La poule n° 22 recoit le 17 décembre 1928 un peu d’émulsion de cerveaw 
virulent broyé et desséché huit jours 4 37° Dix jours plus tard, elle recoit 
de l'émulsion d'un cerveau desséché trois jours a 37°. Le 3 janvier 1929, elle 


(1) Pour les épreuves d’immunité employées ici et au chapitre 1V, nous 
avons employé divers modes d’introduction du virus : 

1° L’ingestion. Cette voie est trés sire chez les poules neuves; elle est 
cependant la plus bénigne, méme quand on inocule de grosses doses; 

20 La contagion. A condition que plusieurs poules soient réunies, cetle 
épreuve: est parfaitement sure eb plus sévére que la précédente; 

3° Liinoculation, dont la gravilé dépend de la dose injectée; elle se fait 
généralement par voie sous-cutanée ou intramusculaire; les poules solide- 
ment immunisées résistent parfailement a linoculalion intracérébrale; 

49 La friction de virus sur la peau nue, par exemple a la face interne 
de l’aile, méme avec un virus Iégerement dilué; cette épreuve semble étre 
de beaucoup la plus redoutable, avec le dépot de virus sur le cloaque qui 
est. également tres dangereux. 

Le plus souvent, ce sont lingestion ou la contagion qui ont été employées, 
eu égard au fait qu’elles sont des modes possibles d’infection naturelle. 
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est mise au contact dune poule malade et résiste; le 26 janvier 1929, elle 
recoit une injection intramusculaire de rate virulente et résiste. 


Cette poule a été la premiére vaccinée avec du cerveau viru- 
lent; les autres poules de cette série ont été inoculées avec des 
cerveaux autostérilisés, ce quisera rapporté plus loin; il est a 
noter que les poules vaccinées par ce procédé ne montrent 
aucun symptome a l’injection d’épreuve. Elles sont solidement 


immunisées d’emblée. Mais certains lots échouent compléte- 
ment. 


I. — Mécanisme de l’immunisation. 


l° Si Von injecte & une poule neuve du virus-cerveau atténué 
par dessiccation pendant deux a quatre jours, elle meurt a retar- 
dement; tous les organes sont virulents et le passage sur une 
deuxiéme poule tue dans les délais normaux. Cependant, le 
foie (c’est le hasard qui nous !’a appris) est avirulent par inges- 
tion (bien que virulent par injection); ila la couleur brun clair 
du foie sain, trés différente de la couleur lie de vin habituelle 
des infections normales (il ne s’agit donc pas d’une aulo-stéri- 
lisation, comme nous l'avons prétendu par erreur dans une 
note précédente [15], mais d’une modification de la forme du 
virus). 

Les formes virulentes par ingestion sont absentes du foie 
chez animal mort d’injection de virus-cerveau atténué. 


La poule n° 344 a recu du vaccin desséché trois jours; elle est malade le 
142 mars 1930 et sacrifiée in extremis. Le foie est brun clair, apparemment 
indemne. N° 355 mange la moitié du foie et résiste. N° 359 recoit une injec- 
tion d’émulsion de foie et meurt en quatre jours. 


2° Ayant constaté, a plusieurs reprises, des morts fou- 
droyantes une & deux minutes aprés linjection de cerveau 
dans le muscle, nous avons voulu produire la vaccination par 
injection sous-cutanée. Cette voie d’entrée ne provoque jamais 
la mort subite, mais ne vaccine pas. 

30 La résistance du virus ala dessiccation & 37° est variable. 
Du virus type (tuant en cing jours) a été réguliérement détruit 
apres six jours d’étuve pendant la saison d’hiver 1928-1929; en 
1930, il a fallu huit jours et plus pour qwil devint inoffensif; 
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de méme, la deuxiéme injection pouvait en 1929 se faire aprés 
trois jours d'étuve; en 1930, apres quatre jours de dessiccation 
(succédant & une premiére injection de virus desséché neuf 
jours) ce virus donnait encore une alteinte sérieuse et parfois 
mortelle. 

Ces deux inconvénients réduisent gravement la portée pra- 
tique de ce procédé de vaccination, d’ailleurs trés efficace quand 
il réussil. i 

4° Dans les infections retardées par injection de virus atté- 
nué, c’est incubation qui parait prolongée. Nous nous sommes 
demandé owt Je virus est arrété avant d’alteindre le cerveau, 
mais nous n’avons pu le vérifier par l’expérience. Un virus 
desséché sept jours et rendu inoffensif par voie musculaire ou 
sous-cutanée est également bien supporté directement dans le 
cerveau. Il semble en résulter que limmunité du cerveau et 
sans doute aussi des autres organes dérive d’une réaction géné- 
ralisée. Mais quelles sont les modifications du virus, quel est 
le mécanisme précis de limmunisation, ce serait se lancer 
dans de vaines hypothéses que de vouloir y répondre pour 
Vinstant. 


Il. — Spécificité de la propriété vaccinante. 


Le virus étant répandu dans toute l’économie, il parait a 
premicre vue que la vaccination pourra étre obtenue en dessé- 
chant l'un ou l’autre organe. 


Le 7 mars 1929, le n° 89 recoil 1 cent. cube d’émulsion de foie desséché 
huit jours a 37°. 

Le 12 mars 1929, il regoit 1 cent. cube d’émulsion de foie desséché quatre 
jours a 37°. 

Le 19 mars 1929, le n° 89 regoit 1 cent. cube d’émulsion de foie desséché 
deux jours a 37°. 

Le 23 mars 1929, il prend une allitude suspecte, diarrhée; le 25 mars, 
mort. 

Le 16 avril 1929, le n° 427 regoit 1 cent. cube d’émulsion de rate desséchée 
sept jours a 37°. 

Le 23 avril 1929, il recoit 1 cent. cube d’émulsion de rate desséchée trois 
jours a 37°. 

Le 29 avril 1929, il regoit1 cent.cube d’émulsion de rate desséchée un jour 
A 37°. 

Le 5 mai 1929, il est malade et meurt le 8 mai. 


ETUDES SUR LA PESTE AVIAIRE D’EGYPTE 223 


Ces expériences, prises a titre d’exemple, montrent que ni le 
foie ni la rate ne présentent de pouvoir vaccinant, lorsqu'ils 
sont préparés par dessiccation dans les mémes conditions que 
le cerveau. Au contraire, le jaune d’cuf prélevé dans l’ab- 
domen de la poule morte ou le testicule protégentau méme titre 
que le cerveau. 


Le 20 avril 1929, n° 133 regoit 1 cent. cube d’émulsion de jaune d’ceuf intra- 
abdominal desséché six jours a 37°. 

Le 23 avril 1929, il regoit 1 cent. cube d’émulsion de jaune d’cuf intra- 
abdominal desséché quatre jours a 37°. 

Le 29 avril 1929, le n° 133 recoit 1 cent. cube d’émulsion de jaune d’ceut 
intra-abdominal desséché deux jours a 379. 

Résiste a des contagions répétées. Sacrifiée le 21 mai en bonne santé 
(v. p. loin). 

Le 8 mai 1929, la poule 151 recoit 1 cent. cube d’émulsion de testicule de 
coq desséché sept jours a 37°. 

Le 12 mai 1929, la poule 151 recoil 1 cent. cube d’émulsion de testicule de 
cog desséché quatre jours a 37°. 

I.e 28 mai 1929, ayant résisté, elle est mise en voliére avec plusieurs poules 
qui meurent et elle résiste encore; sacrifiée le 17 juin, en bonne santé 
(v. p. loin). 


Chemin faisant, on a remarqué que le foie desséché tue a 
retardement comme le cerveau. Mais chez la poule morte dans 
ces conditions, le foie est virulent par ingestion, contrairement 
& ce que nous avons vu dans l’infection retardée consécutive a 
une injection de cerveau atlénué. 

Ainsi, les principaux viscéres contenant le virus tuent; ils 
tuent a retardement aprés une dessiccation modérée. Aprés une 
dessiccation prolongée, seuls le cerveau, le testicule et les 
ceufs infectés a utero conférent une protection nette. On ne 
peut sempécher de rapprocher cette action vaccinante des 
propriélés chimiques communes & ces trois organes. Les uns 
et les autres sont riches en substances grasses et en nucléo- 
proléides. Peut-étre est-ce & la combinaison du virus avec l'une 
ou l'autre de ces substances qu'il faut altribuer les propriétés 
spéciales du virus desséché. Il est intéressant de rapprocher 
cette constatation de celle de W. Picard (de Java) [29] qui 
dans la pseuo-peste aviaire ne trouve le virus que dans le 
cerveau et le jaune d'ceuf a l’exclusion des autres organes. 

Bien qu’on soit dans Vignorance fa plus compléte des 
rapports qui s établissent entre les organes et les ultra-virus, 
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on peut admettre que, d'une fagon générale, ceux-ci s'incor— 
porent dans ceux-la et deviennent parlie intégrante de la cel- 
lule; ce qui le confirme, c’est que autant la culture du tissu 
rend facile la culture du virus, autant celle-ci est difficile sinom 
impossible en Vabsence de cellules vivantes. On sait d’autre 
part que, dans la peste aviaire, ce sont les lésions du systeme 
nerveux et celles de appareil ovarien qui sont les plus mar- 
quées et les plus flagrantes. Le rapprochement s’impose. 

S'‘iLest permis de comparer ce qui se produit ici avec les 
résultats analogues obtenus dans d'autres infections septicé- 
miques 4 ultravirus, il est suggestif de rappeler les résultats 
obtenus par Jacotot [41] dans la vaccination contre la peste 
bovine (infeclion des poumons et du systeme lymphatique) 
avec les ganglions, la rate et le poumon d’animaux infeclés et 
par Hindle [7] qui obtient [immunisation dans la fiévre jaune 
avec le foie et la rate traités de facon convenable & l’exclusion 
du cerveau, des reins et des ganglions lymphaliques. On 
aboultit ainsi 4 une spécificité tissulaire du vaccin A mettre en 
paralléle avec la spécificilé lissulaire du virus, d’autant plus 
inattendue que les infections considérées ici sont de vraies 
septicémies. 

Il est vraisemblable que cette spécificité vaccinale n’est pas 
limitée a ces trois infections et quelle reléve d'une loi géné- 
rale . 

D’autres auteurs cependant ont ohtenu lVimmunité active 
par injection dorganes atténués chimiquement sans remarquer 
celte spécificité, par exemple Staub [34] avec son vaccin for- 
molé de rate et Todd [34] avec son. vaccin phénolé glycériné de 
foie. Les résultats de Staub ayant été contestés par Todd, nous. 
avons é6té amené a voir ce qu’ils donneraient avec notre virus. 

Rate et cerveau infectieux sont respectivement émulsionnés 
dans 100 ou 25 cent. cubes d'une solution de formol 4 
1/2 p. 100. Nous avons obtenu limmunité dans nombre de cas, 
pas cependant d'une fagon réguliére, avec deux injections suc- 
cessives, le cerveau ne présentant ici aucune supériorilé sur la 
rale au point de vue de Vimmunité acquise. Dans 2 cas, nous 
avons obtenu, apres deux injections de l’émulsion au 1/100, des 
infections suivies de guérison. 

A ce propos, de méme que nous n’avons pas cru devoir con- 
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clure & lexistence de « formes » spéciales de virus dans le 
cerveau, le testicule ou le jaune d’ceeuf, de méme nous ne 
croyons pas qu'il faille distinguer les formes du foie et de la 
rale, parce que ces deux organes, comme l’a trés bien fait 
remarquer Staub [32], ne produisent pas de vaccin de la méme 
maniére aprés traitement au formol (1). Sans doute faut-il 
exphiquer les différences du pouvoir antigéne ohservées par Staub 
et par nous-méme par les proprictés du milieu organique. 


JIf. — Pouvoir stabilisant de la glycérine. 


Nous avons vu plus haut que la glycérine atténue trés len- 
tement le virus et ne peut étre un milieu de conservation 
intéressant pour les organes infectieux. Aprés quatre mois de 
glaciére, le cerveau virulent conservé en glycérine immunise. 
Les vores sous-cutanée et musculaire réussissent toutes deux, 
mais irréguliérement. 

Le n° 170 regoit, le 5 et le 17 juin 1929, 0c. c. 5 d’émulsion de cerveau du 


19 janvier 1929. 
Résiste ensuite 4 plusieurs épreuves mortelles. 


Sion conserve le virus glycériné 4 37°, on obtient sa dégra- 
dation en sixjours. Reprenant ensuite la technique employée 
plus haut du vaccin desséché, nous injectons une premiére 
dose de virus laissé six jours 4 37°. 

Une seconde injection, 4 quelques jours d’intervalle, de cer- 
veau chauffé trois & quatre Jours seulement (et que ne suppor- 
terait pas un animal neuf) est parfaitement tolérée. 

Le dosage d’émulsions préparées & l'avance est beaucoup 
plus facile que celui d’organes desséchés; d’autre part, !’émul- 
sion glycérinée passant 4 la glaciére se conserve ensuite un 
certain temps sans se modifier. 

A ces avantages s’en ajoutent deux autres : injection agit 
par voie sous-cutanée et la rate agit comme le cerveau. A con- 
dition d’¢tre judicieusement dosé, ce procédé nous a paru le 


(1) C’est au contraire le foie qu’emploie Ch. Todd pour son yaccin phénolé 
elycériné. Il est possible que la différence de souche suffise 4 expliquer 
cette différence de résultat, 
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plus régulier de ceux que nous venons de passer en revue. Le 
foie ne nous a donné que des échecs. 


IMMUNITE © IN VITRO ». 


Il est intéressant d’éclairer les résullats obtenus dans l’im- 
munilé active in vivo par les actions qui se produisent in vitro 
par contact entre le virus et jes organes d’animaux sensibles, 
d’animaux immunisés artificiellement et d’animaux possédant 
Vimmunité naturelle. Ce n’est d’ailleurs que par convention 
qu’on peut parler d’immunité 27 vifro, tous les résultats devant 
se traduire par une inoculation a l’animal. 

Nos essais relatifs aux animaux vaccinés et ayant résisté a 
des épreuves morteiles sérieuses devraient étre tous 4 revoir a 
la lumiére des faits qui seront étudiés plus tard au Chapitre UI 
sous la rubrique des auto-stérilisations non mortelles. Mais déja 
Virrégularité des résultats obtenus avec des organes de poules 
neuves nous a découragé de reprendre ces recherches cotiteuses 
apres avoir eu connaissance des données rencontrées plus tard. 

Nous prélevons du sang de poules venant de mourir et le 
mélangeons avec des émulsions finement broyées, mais 
épaisses, de divers organes d'un animal neuf, immunisé ou 
rélractaire, tué aussitot avant. Le mélange est complété a 
2 cent. cubes avec de l'eau physiologique et mis aprés agita- 
tion al’étuve 4 37° pour deux @ trois heures. Aprés contact, 
on peut, par une bréve centrifugation, séparer culot et liquide 
surnageant. Les résultats obtenus /rés irréquliers, méme toutes 
conditions apparemment égales d’ailleurs, peuvent se résumer 
de la maniére suivante : 

De faibles doses de virus-sang (1/500 de centimétre cube) 
peuvent étre neutralisées ou détruites par le contact avec le 
sang, le cerveau, le foie, la rate ou le testicule d’animaux 
neufs. 

Chez des animaux immunisés, la neutralisation peut aller 
jusqu’au 1/40 de centimétre cube. Dans une proportion inté- 
ressante des cas, l’animal qui succombe a l’injection peut pré- 
senter l’auto-stérilisation. 

L’injection de ces mélanges virus-organes ne confere en 
aucun cas l’immunité. 
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Organes de poule 4151, immunisée par testicule desséché (v. plus haut). 
Ayant résisté a une épidémie provoquée en voligre au début du mois, elle 
est sacrifiée le 17 juin 1929. Le cerveau seul n’a pas été essayé. 


Cerveau + 1/40 cent. cube de 
virus 126+ eau pour faire 


2 cent. cubes. Mélanges ha 
Jaune d’ceuf+ 1/40 cent. cubef misa /. : DOP researc 

de virus 126 + eau pour faire 37° Bulle 1 ae arena 

2 cent. cubes. pendant : 4717 eke SR 
Sang 0,5+ 1/40 cent. cube de \ 2h. 4/2 eprom amore 


virus 126-+-eau pour faire 
2 cent. cubes. 


Organes de n° 128 immunisée (v. plus loin), sacrifiée le 6 juin 1929, aprés 
nouvelle épreuve de contagion. Le cerveau, injecté seul, est immunisant. 


Cerveau + 1/50 cent. cube de 
virus 1452-+-eau pour faire 
2 cent. cubes. 


Foie + 1/50 cent. cube de vi- 173 mort en 5 j., tous 
rus 152+ eau pour faire les organes virulents. 
2 cent. cubes. Mélanges 474 mort en4j., cerveau 
Rate +.4/50 cent. cube de vi- mis a : ; virulent. 
rus 152 -+ eau pour faire 37° ECON: résistent, mais 
2 cent. cubes. pendant 2 175 non immunisés 
Jaune d’ceuf+14/50 cent. cube PPL ING 1764 ne résistent pas 
de virus 152 + eau pour faire 477 | a une nouvelle 
2 cent. cubes. épreuve. 


Sérum 0,5 +1/50 cent. cube de 
virus 152+ eau pour faire 
2 cent. cubes. 


Nous avons parlé plus haut d’immunité active; il serait peut- 
étre plus exact de parler de vaccinalion préventive. Il est 
évident que la vaccination décrite plus haut par des virus des- 
séchés ou glycérinés 4 37° est une immunisation active, assez 
comparable 4 la vaccination antirabique par virus vivants 4 
virulence croissante. 

Dans le procédé au formol de Staub, l’auteur lui-méme nous 
apprend que les injections de virus formolé doivent étre sui- 
vies & court terme d’une inoculation de virus frais pour immu- 
niser définilivement. Dans maint autre essai, dont il serait 
trop long de faire mention, étant donné leur médiocre résultat, 
nous avons obtenu des immunités transitoires contre de 
simples repas virulents. Le succés de l’anatoxine de Ramona 
naturellement poussé nombre d’auteurs & chercher dans la 
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méme voie pour divers virus. Or, non seulement l’anatoxine 
nest pas un simple produit formolé, c’est Ramon lui-méme 
qui l’a fait remarquer, mais ses effets durables different par la 
méme de la protection temporaire conférée par le virus formolé 
de Staub. 

Ce traitement constituerait ainsi une vaccination passive, 
les anticorps tissulaires agissant comme le sérum au cours 
d’autres infections. La nécessilé d’injecter ensuite du virus 
actif a la faveur de ’immunité temporairement réalisée prouve 
qu'il s’agit dune action trés différente. 

On vient de voir que linjection simultanée de virus et 
d’organes a pu occasionnellement ne pas tuer |’animal, mais 
sans jamais le protéger. Sans doute, dans ces conditions, le 
virus fixé par les tissus in vitro ne peut-il se porter sur les 
organes vivants pour les imprégner. 


CHAPITRE III 


AUTO-STERILIS ATION 


En 1928, Levaditi, Sanchis-Bayarri et Schoen [24] ont 
remarqué que chez des animaux morts tardivement d’encépha- 
lite, d’herpés ou de rage, on pouvait exceptionnellement trouver 
le cerveau avirulent, malgré la présence de lésions histolo- 
giques indiscutables. Ils ont supposé que ce phénoméne de 
« stérilisation » du virus était df a laction des leucocytes qui 
détruisaient agent infectieux; mais cette destruction du virus 
s'accompagnait d’une destruction du lissu nerveux et l’animal 
mourait ainsi tardivement des lésions provoquées par le pro- 
cessus de guérison et non des suites directes de V’infection. Une 
infection semblable serait une infection « auto-stérilisable ». 

Nicolau, Guiraud et Kopciowska [25] ont cherché a étendre 
la notion d’ « aulo-stérilisation ». Au lieu de la restreindre a 
certains cas de mort retardée au cours ou a la suite directe de 
Vinfection, ils ont considéré comme étant de méme nature que 
’ « auto-stérilisation mortelle des neurv-infections » — fait 
accidentel — la destruction du germe au cours des réactions 
aboutissant & ’immunisaticn — fait systématique et régulier. 
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Nous avons constaté successivement l’avirulence du cerveau 
dans des infections mortelles de peste aviaire d’Egypte et la 
disparition du virus dans l’ immunisation. Nous pensons que ces 
deux ordres de faits peuvent étre étudiés parallélement aux 
faits présentés par Levaditi et par Nicolau, mais pour la sim- 
plicité de l'exposé et aussi parce que nos conclusions, en ce qui 
concerne notre sujet particulier, ne cadrent pas entiérement 
avec celles de ces auleurs, nous les étudierons séparément. 


1. — Infections mortelles auto-stérilisables. 


En décembre 1928, nous avons constaté par hasard que le 
sang et le cerveau de poules mortes d’une infection naturelle 
ou expérimentale étaient dépourvus de virulence [44]. 


1° Le 41 décembre 1928, on apporte du marché une poule malade (c’est la 
premiére qu'il a été possible de se procurer de la saison); elle meurt le len- 
demain avec des symptoémes trés caracléristiques : son sang inoculé & la 
dose de 1/100 de centimétre cube a Ja poule 24 est avirulent. (La culture sur 
gélose est stérile.) 

2° Le 19 décembre 41928, la poule 37 recgoit 4/20 de centimetre cube de 
liquide d’cedéme de la téte de la poule n° 4 morte d’infection expérimentale 
le 4 novembre. Ce liquide a été conservé en glaciére pendant six semaines; la 
poule 37 devient malade le 27:décembre et est trouvée morte le 28 décembre 
au matin, soit le neuviéme jour (1), le sang est injecté par voie musculaire a 
la dose de 1/20, de 4/10 et enfin de 1 cent. cube 4 deux reprises 4 3 poules 
neuves, résultat négatif; soumises plus tard 4 une inoculation, ces 3 poules 
meurent comme les témoins. 

Le cerveau est injecté frais, desséché A 37° deux, quatre jours et au dela 
a des poules neuves au cours d’essais de vaccination; elles résistent et les 
premiéres ayant recu du ceryeau frais ou desséché deux et quatre jours seu- 
lement résistent encore plus tard 4 des tentatives diverses d‘infection. 

3° Le 7 janvier 4929, la poule 43 recoit 1 cent. cube d’émulsion de cerveau 
du n° 37 desséchée dix jours a 37°. Elle est mise dans la méme cage qu'une 
poule malade qui meurt le 10 janvier; elle meurt le 12 janvier de contagion, 
soit aprés cing jours de contact. 

La rate broyée au sable et conservée en glycérine est virulente pour 
2 poules. Le cerveau desséché, deux, quatre et sept jours, injecté a des 
poules neuves ne tue pas mais vaccine et en une injection, méme sous- 
cutanée. 


Ces observations — incomplétes et pour cause — nous 
montrent dés ce moment le fait exceptionnel d’un cerveau avi- 


(1) Cette mort aprés neuf jours est un fait tres normal pour un liquide 
septique conservé six semaines en glaciére. 
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rulent dans la peste aviaire d’Egypte. Bien qualors, nous 
n’ayons pas encore réalisé !es expériences qui analysent le pro- 
cessus d’infection, nous avons aussitot songé & les rattacher 
aux constatations récentes de Levaditi, Sanchis-Bayarri et 
Schoen (1). 

On ne pouvait guére songer & les expliquer par un accident 
ayant touché la souche. Le liquide d’edéme ayant servi a ino- 
culer le n° 37 est repris et tue avec cerveau virulent pendant 
plusieurs passages. D’autres souches nous ont depuis fourni de 
longues séries de passages sans auto-stérilisation. S’agissait-il 
d’un fait épidémique comme pouvait le faire croire la coinci- 
dence de ces 3 cas se produisant en moins d’un mois? Rien ne 
le prouvait et d’aulres poules mortes au méme moment avaient 
leur cerveau virulent. De méme, Jes épidémies expérimentales 
décrites plus loin n’ont pas provoqué d’auto-stérilisation. La 
peste aviaire d’Kgyple tue 4 coupstr; y aurait-il cependant une 
tendance a la destruction du virus dans les infections pro- 
longées? Des expériences répétées affirment le contraire (voir 
notamment le cas de la poule C, page 219). 

Bref, aprés ces 3 cas cités plus haut, nous avons dt renoncer 
a trouver de nouveaux cas d’infections mortelles auto-stéri- 
lisées, malgré des recherches systématiques et variées. 

De juin a décembre 1929, l’épizootie s’arréte net, les inocu- 
lations donnent la mort en deux jours, mais il n’y a pas trace 
d’auto-stérilisation pas plus que dans les semaines suivantes 
(voir chapitre IV). 

En novembre et décembre 1930, au cours des rares cas de 
mort spontanée qu'il a 6lé possible d’observer, et méme parmi 
les cas de mort aprés inoculation, nous avons retrouvé le phé- 
noméne de la disparition du virus dans le cerveau et parfois 
dans d’autres organes. Une courte note [20] a donné un exposé 
densemble des observations; il convient d’en reprendre le 
détail. 

L’épizootie du premier trimestre de 1931 a été sensiblement 


moins accusée que dans la période correspondante de 1929 et 
1930. 


(1) W. K. Picarp relate dans son deuxitme mémoire sur la pseudo-peste 
aviaire (p. 13) que « du sixiéme au dixiéme jour de la maladie, la virulence du 
ceryeau n’est plus constante et peut disparaitre entitrement bientot apres ». 
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1° Le 23 novembre 1930, le cog M meurt de maladie spontanée au cours 
de sa période d’observation. Il était isolé depuis plusieurs jours, la maladie 
a duré également plusieurs jours. Autopsie négative. Aprés la mort, le sang 
est injecté 4 la dose de 0,1 cent. cube a une poule neuve sans résultat. Le 
cerveau (conservé deux jours 4 37° en yue d'une expérience) ne tue pas et la 
poule qui en a regu une injection résiste A une violente épizootie provoquée. 

2° Le 30 novembre, la poule N est apportée malade du dehors; elle est 
mise comme source de contagion avec des poules vaccinées par divers pro- 
duits a l'essai (au total 26 pendant toute l'expérience); le lendemain elle 
parail guérie; elle reste au milieu d'elles pendant l’épizootie qui en tue 10 
avant elle; le 28 décembre, ses plumes se hérissent, elle prend une attitude 
voulée: le 1°" janvier, elle est paralysée; le 2 janvier, elle est par terre, ne 
pouvant plus se tenir sur ses pattes; le 3 janvier, elle est trouvée morte. 
Liaulopsie parait positive : gros foie foncé, sang foncé, congestion des vis- 
céres; la rate tue en neuf jours avec symptomes typiques, le cerveau est 
avirulent. 

3° Le 1°" décembre, on apporte une nouvelle poule X malade, endormie, 
les plumes hérissées, cas typique; on la met avec les poules en expérience 
d’épidémie en voliére ; elle meurt & 4 heure de l'aprés-midi, la créte violacée. 

A lautopsie, qui donne l’impression d’étre positive, le sang du cceur est 
coagulé, le foie rouge foncé et gros, la rate petite et pale; pas de diarrhée. 
Cerveau injecté le 1¢° decembre et le 8 décembre a 550 qui reste indemne 
mise en volitre en milieu épidémique, le 10 décembre, elle meurt le 
22 décembre; autopsie négative; cerveau avirulent et immunisant, rate et 
sang avirulents (ce qui prouve que le cerveau de X n’était pas du tout 
immunisant, voir plus loin). 

Sang (0 c. c. 4), foie et rate et filtrat de fientes avirulents. 

La poule 557 injectée de la rate de X est mise en voliére le 16 décembre, 
meurt le 10 janvier avec cerveau, rate et sang avirulents. 

40 Le 2 décembre, meurt une poule Z qui est en quarantaine, isolée depuis 
plus de dix jours. Elle a manifesté un peu de tristesse il y a trois jours, la 
créte est violacée, l'autopsie douleuse; ses organes et les fientes filtrées sont 
avirulentes comme dans le cas de la poule X. La poule 553 injectée du cer- 
veau de Z, mise en voliére le 10 décembre, meurt le 15 décembre avec cer- 
veau seul virulent ‘ce qui semble prouver que l'injection de cerveau ayait 
provoqué une certaine immunité). D’autres essais dimmunisation avec les 
cerveaux de X et de Z mélangés donnent des immunités solides. 

50 Le 11 décembre meurt la poule R apportée du dehors la veille, légére- 
ment malade. La téte est violacée, l’autopsie nellement positive. Le cerveau 
tue en dix jours, le sang (0 c. c. 2) en neuf jours, la rate en huit jours, le 
virus est donc présent dans tous les organes, maisne tue pas dans les délais 
habituels. ; 

6° La poule 554 a été injectée le 6 décembre avec le cerveau de 541 (poule 
vaccinée), elle meurt le 13 décembre. L’autopsie est positive, cependant le 
cerveau et le foie sont avirulents. 

7° En présence de toutes ces anomalies, le 13 décembre on inocule & 566 le 
sang de 465 (du 4 septembre 1930), conservé en glaciére 4 une période ou ne 
régnail aucune auto-stérilisation. Or, 566 est malade le 17 et meurt le 
148 décembre avec tous les symptomes et les lésions typiques. Son cerveau 
Inoculé a 569 est avirulent et immunisant : aprés une injection de cerveau, 
ie 7 janvier, 569 est mise en milieu épidémique et résisle jusqu’au 23 janvier 
ot elle est enlevée; la rate de 566 tue en cing jours. 
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Cette liste pourrait s’allonger encore de quelques cas; telle 
quelle et avec le tableau qui résume les épreuves faites, elle 
montre que dans la période de fin novembre et début de 
décembre 1930, la majorité des poules mortes avec plus ou 
moins de signes de peste aviaire et hémoculture négative ont le 
cerveau avirulent et parfois également la rate, le foie, le sang 
et les fientes. 

Deux poules, 544 et 566 injectées avec des produits virulents 
meurenten cing et sept jours et leur cerveau est également aviru- 
lent. Quelques sujets ont eu une rate tuant a retardement, puis 
bientdt, vers le 11 février 1931, les cas d’auto-stérilisation 
deviennent de plus en plus rares. Aprés le 7 février, il n’y en a 
plus. 

Nous nous sommes demandé plus haut d’ot provenait cetle 
disparition du virus, fait exceptionnel, apparaissant spontané- 
ment. 

Dans les cas d’injection, la souche ne saurait étre mise en 
cause, puisquil s’agit de souches conservées en ampoules 
scellées et ayant tué avec cerveau virulent & un moment owt 
Pauto-stérilisation n’apparaissait pas. Le terrain  serait-il 
modifié? Oui plutét, mais comment Ventendre? La poule qui 
mourra auto-stérilisée n’est pas immunisée; dans le cas du 
n° 566, la poule meurt cing jours aprés l’inoculation, c’est-a-dire 
en un temps normal et mesuré par le jour méme de l’inocala- 
tion; d’ailleurs, si les poules avaient une susceptibilité moindre 
pour le virus sous l’influence de Ja saison, on s’attendrait a ce 
que ce soit vrai pour toutes; nous pensons plus volontiers & un 


NFECTIO MORTELLES AUTO-STERILISEES 
TAREE TONS Tae Lees INFECTIONS NON MORTELLES 


k auto-stérilisées 
tre période Q° période 3° période 


Cerveau .. .| Avirulent, Avirulent, Avirulent. ei a sauf 


non immunisant. |immunisant.|{Immunisant |non immunisant ( réactivation. 
Avirulente, | Avirulente. | Virulente. |Avirulente. 

non immunisante. 

Avirulent, Avirulent. Avirulent. |Avirulent. 

non immunisant. 

Répartition. .| Toutes les poules /Pas toutes les poules} Quelques poules | Toutes les poules. 

SAE | BEE Se Aube bi; 

Pendant une saison. Réguliérement. 
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« principe », inégalement réparti chez différentes poules, végé- 
tant dans les cavités naturelles, qui au fort de sa virulence 
détruit le virus, au point de rendre le cerveau infeclé a la fois 
avirulent et non immunisant et la rate avirulente; un peu plus 
tard, le virus du cerveau est encore neutralisé (puisque aviru- 
lent) mais pas détruit (puisque immunisant) et Je virus de la 
rale est seulement affaibli (la rate tuant 4 relardemenl); 
bientot, le virus de la rate redevient normal, mais le cerveau 
vaccine; encore plus tard, le cerveau redevient virulent, c’est 
le retour & l'infection normale. 

Remarquons tout d’abord qu’en 1928 et en 1930; c'est vers le 
début de l’hiver que se produisent les phénoménes d’auto-stéri- 
lisation, c’est-a-dire un peu avant et au moment méme on 
l’6pizootie repart aprés l'arrét de l’été, soit a la période pré- 
épidémique. 

Puisque, dans tous ces cas, le virus semble s’étre distribué 
dans tout lorganisme el qu’il a été attaqué et modifié sur place, 
dans différents organes (y compris le sang qui est touché par 
lauto-stérilisation mais ne semble étre que le véhicule du virus), 
on est tenté d’admettre que le « principe », supposé plus haut 
exister dans les cavités naturelles de la poule, est facilement 
réactivable par le virus et que, silét le virus introduit sous la 
peau ou par les voies naturelles, il le suit, s’attache & lui avec 
plus ou moins de succés d’aprés les organes intéressés, se mul- 
tiplie avec lui et arrive a le neutraliser compléetement. 

Il parait évident que cette destruction du virus est de nature 
i réduire ses chances de diffusion, autrement dit de diminuer 
Yépidémie ; on aurait ainsi une épidémie du « principe » alter- 
nant avec l’épizootie pestique elle-méme, le point culminant 
de la premiére coincidant avec l’étiage de l’autre. Malheureu- 
sement, les faits ne sont pas si simples et l’épizoolie disparait 
bien avant l’apparition du principe ; on trouve également des 
cas virulents avant que l’épizootie ne reprenne, et en méme 
temps que des cas auto-stérilisés. 

Comment l’action du principe sur le virus en fait-elle un 
vaccin et uniquement dans le cerveau ? Question qui reste sans 
réponse ; il est toutefois intéressant de conslater que le chan- 
gement du virus en vaccin se relrouvera plus loin dans les 
auto-stérilisalions non mortelles ou dans les expériences de 


ETUDES SUR LA PESTE AVIAIRE D’EGYPTE 235 


production artificielle d’infections auto-stérilisées mortelles. 

Pourquoi aussi ce principe ne se manifeste-t-il qu’a un 
moment de l’année et encore irréguliérement (il ne s’est pas 
montré en 1929)? Peut-étre pour la méme raison que les virus 
eux-mémes ne s’altaquent aux animaux supérieurs que suivant 
une courbe saisonniére, ceci dépendant de l’exaltation du virus 
ou de la résistance augmentée du terrain. 

Que penser de la nature de ce principe hypothétique? II 
magit guére sur I’épidémie; il n’empéche pas la mort; dans 
nombre de cas, il laisse les lésions typiques se produire, puisqu'il 
rejoint le virus dans les cellules ov il s’est localisé, dans certains 
organes seulement, on est tenté de le considérer comme un autre 
«virus »; d’ailleurs, le fait que lous les organes ne sont pas 
nécessairement auto-stérilisés & la fois et, d’autre part, que le 
virus peut entrer dans divers organes, écarle l'idée d’une réaction 
générale et humorale de l’organisme. Cependant, aucune des 
réactions tentées zn vitro n’a donné de renseignement intéres- 
sant sur sa nature. Nous avons signalé précédemment [15] 
Vavirulence du poumon dans 2 cas. Ce fait n’a plus été retrouvé 
dans d'autres essais et a été abandonné. Mais, méme injecté a 
deux reprises, le poumon n'immunise pas. 

D’autre part, nous avons cherché a reproduire l’auto-stérili- 
sation artificiellement, en injectant des virus mélangés au préa- 
lable avec des émulsions d’organes de poule neuve ou immu- 
nisée. L’expérience a réussi plusieurs fois, mais irréguliére- 
ment, méme en répétant strictement les données de l’expérience. 

Le 21 mai 1929, on mélange 1/100 de centimétre cube de sang frais virulent 
avec des organes finement broyés de la poule 133 immunisée au jaune d’cuf 
(voir plus haut). 

Les mélanges en 2 cent. cubes de liquide sont maintenus trois heures a 
létuve avant d’étre injectés. 

Virus + sang 0 c.c. 5 mort le huititme jour avec cerveau virulent. 

Virus + sang 0c.c. 6 mort le treizieme jour avec cerveau virulent (aprés 
lreize jours). 

Virus + cerveau mort le quatriéme jour avec cerveau avirulent et immuni- 
sant et sang virulent. 

Virus + rate résiste. 


Virus + jaune d'ceuf intraabdominal mort le quatriéme jour avec cerveau 
virulent. 


Dans le cas qui précéde, la poule avec cerveau auto-stérilisé 
est morte dans les délais normaux. Dans |’expérience suivante, 
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les poules auto-stérilisées sont mortes avec un retard évident, 
malheureusement, les poules mortes dans les délais normaux 
n'ont pas été essayées. 


Le 22 février 1930, on mélange 1/250 de centimetre cube de sang frais d'une 
poule morte d'infection normale avec des organes broyés d’un coq neuf, 
sacrifié au moment de l’expérience. Les mélanges de 2 cent. cubes de liquide 
sont maintenus deux heures trente-cing a 37°, puis centrifugés cing minutes ; 
le liquide surnageant et le culot repris dans 4 cent. cube d’eau physiolo- 
gique sont inoculés séparément comme ci-dessous. 

Virus + cerveau liquide mort le sixiéme jour. 

Virus + cerveau culot (329) mort le huitiéme jour, avec cerveau avirulent 
et immunisant par voie sous-cutanée. 

Virus + testicule liquide résiste mais non immunisé. 

Virus + testicule culol mort le cinquiéme jour, avec sang virulent au 
4/10.000. 

Virus + rate liquide mort le quatriéme jour. 

Virus + rate culot mort le sixiéme jour. 

Virus + foie liquide mort le cinquiéme jour. 

Virus + foie culot (335) mort le treiziéme jour, cerveau avirulent et immuni- 
sant, par voie sous-cutanée. 

4° La poule 329 devient visiblement malade le 1¢" mars et meurt le 2. 

Cerveau frais injecté 4 343 le 2 mars, avirulent et immunisant; cerveau 
glycériné 4 347 le 8 mars, avirulent, n’immunise pas. 

Cerveau glycériné 4 348, le 8 mars, avirulent et immunisant. 

Le.17 mars, 347 et 348 mangent les viscéres d’une poule infectée; le 19 mars, 
347 est morte avec cedéme de la téte lypique. 348 résiste, est mise le 23 mars 
en milieu épidémique et résiste; le 42 avril, soit vingt jours plus tard, elle 
est sacrifiée, son cerveau inoculé a 384 est avirulent et immunisant. 

2° La poule 335 devient malade le 28 février, mais parait guérie le lende- 
main; les symptomes nerveux réapparaissentle 4 avril, saggravent le 5 etle 
6, et le 7 au matin elle est trouvée mourante. 

Cerveau frais inoculé a 346, avirulent; le 14 mars, 346 mise en voliére avec 
des poules malades devient malade le 19; id. le 20, 21; le 22, elle est mieux, 
le sang prélevé a la veine axillaire est avirulent; le 23 mars, elle parait 
guérie; le 24, la guérison est complete; un cog mis dans sa voliére avec elle 
scule s’empresse de la saillir et ne contracte pas la maladie aprés plusieurs 
jours de cohabitation. 

Le 12 mars, la rate glycérinée de 335 est inoculée a 354: avirulente et non 
immunisante. 

Le 17 mars, le sang (0 c. c. 5) est avirulent et non immunisant. 

Le 21 mars, de nouvelles injections de cerveau glycériné immunisent d’em- 
blée et complétement les poules 363 et 364 que nous retrouverons plus loin. 

Le 17 mars, les cerveaux de 329 et 335 mélangés sont injectés A 356 et 
Vimmunisent également. 

Dans 1 seul cas chez une poule injectée de mélange de virus et d’organes, 
nous avons trouvé la rate avirulente et le ceryeau virulent. Cette rate n’était 
pas immunisante. 


L’idée de reproduire artificiellement les phénoménes d’auto- 
stérilisalion ne nous serait pas venue, si nous avions eu & ce 
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moment Vidée d’un facteur saisonnier comme nous I’ayons 
maintenant. Mais les résultats obtenus, inexplicables a ce 
moment, pourraient mieux se comprendre avec la notion d’un 
principe antagoniste de celui de la peste aviaire. Apparaissant 
spontanément quand les facteurs saisonniers lui sont favo- 
rables, il serait occasionnellement capable d’exercer son activité 
par suite d’une modification du virus obtenue par contact avec 
des émulsions d’organes in vitro. 

I] convient d’ajouter pour conclure cette discussion que les 
expériences tentées en vue de démontrer de facon certaine la 
réalité de ce « principe » ont échoué. 


ll. — Infections auto-stérilisables non mortelles. 


Nicolau [23, 25] constate l’analogie histologique des lésions 
mortelles et des « lésions d’immunité » dans les neuro-infec- 
tions et conclut & Videntité des deux processus. Mais cette conclu- 
sion fait appel & une notion pratiquement inconnue dans la 
peste aviaire, la guérison spontanée de |’animal. 

Sur 1.000 poules qui ont passé sous nos yeux au laboratoire 
ou au dehors, nous avons vu 6 animaux neufs survivre a une 
atteinte nette de la maladie, aprés inoculation et 5 en fin d’épi- 
démie, dont 2 seulement définitivement immunisées. Par contre, 
Vimmunisation est réalisable a volonté, et sur plus de 50 poules 
immunisées par des moyens divers, et dont certaines sont restées 
plusieurs mois en observation, nous n’avons constalé aucune 
mort tardive. En ce qui concerne la peste aviaire d’Egypte, 
nous avons constaté précédemment que le cerveau de poules 
mortes d’infection mortelle auto-stérilisable est généralement 
immunisant; mais le cerveau de poules immunisées est-il 
immunisant lui aussi)? 

La parole est a Vexpérience. Nous avions précédemment 
cherché quelle était influence immunisante des injections de 
cerveau de poule neuve — elle est nulle — et dans un cas, 
si une poule immunisée conservait du virus dans le cerveau, 
le hasard avait voulu que cette seule expérience fit négative. 
Nous avons repris ces essais sur une plus grande échelle en 
juin 1929 aprés la lecture de la note de Nicolau, Giraud et 
Kopciowska [23 . 
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4° La poule 128 a résisté en fin d’épidémie (voir plus loin), ensuile a été 
éprouvée avec un virus glycériné, avirulent et immunisant; le 15 mai, elle 
résiste 4 une contagion (avec 5 autres poules quimeurent); elle est sacrifiée 
en bonne santé le 6 juin, l'autopsie est négative. 

Le 20 juin 1929, le coq 192 recoit 2 cent. cubes d’émulsion de cerveau de 
128 conservé depuis quatorze jours en glycérine 4 la glaciére, et le 2% juin 
une deuxiéme injection. 

Le 2 juillet, il est mis en voliére en milieu épidémique, et le3 juillet 
mange du foie virulent avec 2 autres poules, lune servant de témoin, qui 
meurt en trois jours, et l'autre 170, vaccinée par 2 injections de virus glycé- 
riné. % 

191 et 170 résistent tous deux jusqu’en novembre ow nous les retrouvons. 

Done, le cerveau de 128 est immunisant. 

2° Le 19 novembre 1929, le coq 192, sans avoir repris contact avec du nou- 
veau virus, est sacrifié. De son cerveau, on fait sous la peau une injection 
a la poule n° 214, deux injections & la poule n° 245, qui mangent toutes deux 
du foie virulent le 4 décembre et meureut le 6 et le 7 décembre. 

Done, le cerveau de 192 est indifjérent. (Nous désignons ainsi un cerveau 
qui n’est niimmunisant, ni virulent.) 

30 Le + décembre 1929, la poule 170 est mise avec 2 autres poules, et tou- 
tes 3 mangent des organes virulents: les 2 autres meurent le 5 décembre et 
le 6 décembre dans la cage commune. Elle reste sans manifester le moindre 
symptome jusqu’au 20 décembre. Ce jour-la, elle est sacrifiée en parfaite 
santé. Son cerveau frais, injeclté sous la peau d'une poule neuye, la tue en 
cing jours. Une injection du méme cerveau glycériné, cing jours plus tard, 
tue une nouvelle poule en cing jours. Larate et le foie injectés 4 2 autres 
poules sont avirulents. 

Done, le cerveau de 170 est virulent. 


Ainsi, Vinjection du cerveau de 3 poules immunisées et 
dimen! éprouvées donne des résultats différents. Pourquoi ? De 
méme, nous avons eu sous les yeux plusieurs poules guéries 
d’une infection sérieuse ; leur cerveau a élé étudié au point de 
vue de ses qualités immunologiques. 


4° Poule 238 a regu 1/500.000 de centimétre cube de virus 1929 (voir plus 
loin) le 8 décembre 1929, et guérit; elle mange du foie virulent le 26 décem- 
bre, le 5 janvier et le 13 janvier; elle résiste. Sacrifiée le 20 janvier 1930, le 
cerveau est indifférent méme aprés 2 injections. 

2° Poule 235 a été vaccinée avec de la rate formolée. 

3° Poule 235 a été vaccinée avec du cerveau formolé. Toutes 2 mangent 
le 5 janvier du foie virulent et font une atteinte grave. Guéries, elles man- 
gent de nouveau le 13 janvier du foie virulent et résistent. 

235, ~acrifiée le 25 janvier, a un cerveau indifférent. 

236. sacr fiée le 25 février apres un nouveau repas infectant le 20 février a 
un cerveau immunisant par une seule injection sous-cutanée (vérifié sur 
plusieurs poules). Son pouvoir immunisant se maintient pendant plusieurs 
sema nes en glycérine 4 la glaciére. puis il diminue. 

4° Poule 346, vaccinée le 7 mars 193) par le cerveau auto-stérilisé de 335 
(voir plus haut). Le 14 mars, exposée a une épizootie, elle est malade plu- 
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sieurs jours, mais guérit vers le 24 mars. Sacrifiée dés le lendemain, sans 
épreuve préalable, son cerveau ne protege pas le n° 369 contre un repas 
infectant; deux injections faites 4 402 sont également inefficaces; donc, cer- 
veau indifférent. 

5° Poule 391, vaccinée le 25 avril 1930 par le cerveau de 348, recoit le 
{er mai une injection sous-culanée de 1/50 de centimétre cube de sang viru- 
lent ; malade pendant quatre jours, elle se rétablit, et le 19 mai résiste parfai- 
tement 4 1/100 de centimetre cube de sang virulent. Sacrifiée le 4 juin, son 
ceryeau est immunisant par une injection. 


6° Poule 405, vaccinée le 4 mai 1930 par une injection de ceryeau auto-sté- 
rilisé, regoit une injection de cerveau virulent; malade pendant quatre jours, 
elle guérit, et regoit le 21 mai une instillation nasale de sang virulent ; sacri- 
fiée le 4 juin, son cerveau est faiblement immunisant, méme en 2 injections. 


Cette liste, incompléte d’ailleurs, de poules guéries (c’est-a- 
dire ayant été mala/des), pourrait s'allonger de toutes les poules 
immunisées sans symptémes (c’est-a-dire ayant acquis l'im- 
munilé sans maladie apparente) et qui ont servi a établir les faits 
qui vont suivre. Elle montre que Ja qualité du ceryeau est 
variable d’aprés l’épreuve qui l’a précédée. Mais, contrairement 
au cerveau des poules auto-slérilisées mortes, qui est immuni- 
sant, le cerveau de poules guéries ou immunisées, non réin- 
fectées, est indifférent. 

La dose vaccinante minima efficace en une injection semble 
étre environ 1/50 d’encéphale, dans les conditions optima. 
La protection conférée est appréciée, faute d'indication con- 
traire par l’ingestion d’un demi-foie virulent, ou par un contact 
prolonzé en milieu épidémique (c’est-a-dire avec plusieurs 
poules malades constituant un foyer). Mais le simple énoncé 
de tous ces facteurs montre que limmunité est relative. I] est 
facile de comprendre que la résistance a l’inoculation ou & une 
friction de doses fortes de virus exige deux injections de cer- 
veau solidement immunisant. Mais un cerveau indifférent, 
méme injecte 4 plusicurs reprises, reste sans action immuni- 
sante, méme vis-a-vis de l'épreuve légére, bien que stire, d’un 
repas infectant. 

En répétant ces expériences d’une fagon systématique, on 
peut dégager les principes suivants : 

4° L’encéphale d'une poule guérie ou immunisée, non éprou- 
vée A nouveau est indifférent. Ponr retrouver le germe, c’est-a- 
dire pour le rendre virulent ou immunisant, il faut l’éprouver 
par l’administration de virus sans qu'il en résulte d’ailleurs un 
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changement extérieur quelconque dans l'état de la poule. 

2° Comme épreuve naturelle, nous avons exposé la poule & 
une épidémie de voliére ou nous lui avons fait manger un mor- 
ceau de foie (en quantilé quelconque). On s’attendrait, d’aprés 
ce qui a été dit précédemment, & ce que ces deux épreuves 
soient équivalentes, la poule semblant susceptible de contrac- 
ter Vinfection par la voie digestive ou par contagion indifférem- 
ment; il n’en est rien. La contagion rend le cerveau virulent ; 
entre le treiziéme et le vinglitme jour, le cerveau devient 
immunisant; du vingtitme au trentiéme jour, il redevient 
indifférent. Ces termes sont approximatifs comme la contagion 


cerveau 


virulent A. ingestion de virus 
B. inoculation sous-cutanée 
C. contagion 
immunisant 
indifferent 
5 10 15 20 25 jours 
Biicrar2 


elle-méme-et s’'apprécient aprés une ou deux injections de 1/20 
de cerveau del’animal sacrifié & des poules neuves. 

L’ingestion de foie virulent ne rend jamais le cerveau viru- 
lent; dés quarante-huit heures aprés, le cerveau est immuni- 
sant; le septiéme jour, il devient indifférent. C’est le procédé a 
la fois le plus sir et le plus efticace pour obtenir du cerveau 
bien immunisant 

3° Réinfectée par voile sous-cutanée a des doses de 4/50° & 
1 /200° de centimétre cube de sang virulent, le cerveau devient 
tout d’abord virulent ; vers le cinquiéme jour, il devient immu- 
nisant; entre le quinziéme et le vingtiéme jour, il devient 
indifférent. D’aprés l’expérience n° 3 citée plus haut, un cerveau 
ayant atteint le stade indifférent peut redevenir virulent par 
une nouvelle injection de virus ou par un séjour en milieu 
épidémique. 

4° Or, pendant le temps ou le cerveau est infectieux, la poule 
n’est nullement contagieuse. La rate, le foie, les glandes 
sexuelles et le sang restent avirulents et n'immunisent pas. 
Nous aboutissons ici & un singulier paradoxe. Chez une poule 
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neuve, le systéme nerveux n’est envahi que tardivement ; chez 
animal immunisé, seul le cerveau est touché par le virus en 
cas de réinfection. Or, dans le premier cas, la mort semble 
causée par l’atteinte du systéme nerveux qui est & la fois le plus 
sensible et le dernier atteint, alors que dans le dernier cas le 
systeme nerveux est devenu insensible tout en étant le seul 
touché. L’immunité, d’ailleurs, est indifférente 4 la présence 
ou’ l’absence du virus. Elle est de longue durée, alors que les 
stades infectieux et immunisant du cerveau sont temporaires . 
Une fois arrivé au stade indifférent, il est facile de réactiver le 
cerveau par une nouvelle infection. 

Profitant de ces notions, il est possible de produire du cerveau 
immunisant en série. Voici le détail de lexpérience citée pré- 
cédemment (17] : 

| 


\f 
262 —> 336 —> 351 —> 362 —> 380. 


La poule 262 (yoir plus haut) aprés vaccination au virus formolé est 
éprouvée et guérit; puis, éprouvée de nouveau par des repas infevtants le 
13 janvier et le 20 février, elle est sacrifiée le 25 février; son cerveau est 
immunisant. Il ést inoculé au coq 336 qui résiste el le 5 mars mange un foie 
virulent. 

Le coq 336 est sacrifié le 11 mars; son cerveau est inoculé a 351; celle-ci 
résiste et mange le 16 mars un gros morceau de foie virulent. 

Le 21 mars, 351 est sacritiée, le cerveau est inoculé 4 362 qui résiste et, le 
27 mars, mange du foie virulent. 

Le 30 mars, 362 est sacrifiée, son cerveau est inoculé aprés six jours de 
glaciére 4 380 qui, le 41 avril, mange un demi-foie virulent et, le 21 avril, 
recoit une inoculation de cerveau virulent sous la peau. 

Le 21 avril, 380 est sacrifié avec cerveau virulent (2 vérifications) et foie 
indifférent. 


Aucune des poules employées a cette expérience n’a manifesté 
& aucun moment le moindre symptome morbide. Il est bien 
entendu que des témoins ont été pris pour vérifier de plus prés 
l'état de résistance conférée par les divers cerveaux en leur 
laissant un plus long délai.’ 

Notons aussi que la réinfection a été chaque fois obtenue par 
ingestion de virus; c'est le moyen le plus efficace pour rendre 
le cerveau ammunisant. 

Il est d’ailleurs intéressant de remarquer que si, au cours 
d'une réinfection, une poule devient malade et guérit, elle 
détruit le virus rapidement et son cerveau devient immédiate- 
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ment indifférent. Au contraire, si elle ne fait pas de réaction 
visible, |’évolution du virus dans le cerveau est progressive et 
suit les régles énoncées plus haut. 

On peut résumer ce qui précéde en disant que chez une poule 
immunisée l'inlection devient une surinfection ; elle ne touche 
plus que le syst?me nerveux; le virus s'y porte rapidement et 
y est décelable d’abord en qualité d’agent pathogene (au moins 
dans la contagion naturelle), puis sous une forme.ow il a perdu 
son pouvoir pathogéne et au bout d'un temps variable, d’aprés 
les circonstances de la réinfection, il disparait sans laisser de 
traces. 


Ce virus ayant perdu son pouvoir pathogéne, mais ayant 
gardé ses propriétés antigenes, rappelle évidemment celui que 
nous avons observé dans les infections mortelles auto-stérili- 
sables et on peut supposer que tous deux ont subi les mémes 
influences. Quand, plus tard, le cerveau immunisé devient indif- 
férent, nous pouvons admettre que le virus y est détruit, puis- 
qu’aucune réaction biologique ne témoigne de sa présence ; 
mais du moment que le cerveau jouit de propriétés vaccinantes, 
nous sommes forcés d’admettre que Je virus n’y est pas encore 
détruit; est-il vivant? l'immunité qu'il confére nous pousse a 
l'admettre. 

C’est au cours de nos expériences de vaccination aclive par 
cerveau desséché que nous avons rencontré nos premiers cas 
d’auto-stérilisation mortelle ; en soumettant des cerveaux auto- 
slérilisés 4 des dessiccations progressives, nous avons constaté 
que I+ cerveau auto-stérilisé gardait son pouvoir vaccinant tant 
qu'il pe dépassait pas un certain temps de dessiccation, tout 
comme lecerveau virulent, soit dix jours au maximum ; ceci ten- 
drait a faire admettre que le virus apparemment auto-stérilisé 
est vivant sous une forme particuliére (1). 


(1) C’est la conclusion a laquelle aboutissent d'une part Perdrau '27} pour 
Pencéphalite léthargique et Nicolau et |Kopciowska (26] pour le virus her- 
pétique quwils réactiyent parfois par séjour dans la glycérine. Ionesco Mi- 
haesti [9 10) est arrivé a la méme conclusion pour les cerveaux auto-sté- 
rilisés dans ta poliomyélite, en constatant quils pouvaient redevenir virulents 
si on mélangeait plusieurs échantillons séparémentinactifs. Mais, pour notre 
virus peslique, le mélange d’organes n’a pas réussi a réveiller sa virulence. 
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On a supposé qu’un virus aulo-stérilisé pouvait résulter de la 
neutralisation par les anticorps. Le courant électrique pourrait, 
dans ces conditions, séparer les deux éléments du complexe 
ainsi oblenu. Nous avons fait & ce sujet deux essais de cata- 


phorése (1). 


29 avril 1930: cerveau de 336 (aulo-stérilisation non mortelle); l’émulsion, 
conservée en glaciére dans la glycérine depuis six semaines, est additionnée 
de 9 volumes d'eau salée 42 p. 100 (pH = 6,8 avant l’opération) et soumise 
dun courant continu de 140 volts, a 3,5 milliampéres pendant trois heures et 
demie. 4 cent. cubes de chaque branche de tube en U sont inoculés a deux 
poules qui résistent. Eprouvées plus tard, par 1/100 de centimétre cube de 
sang virulent, elles meurent en six et dix jours et leur cerveau est virulent. 

414 mai 1930: cerveau de 348 (auto-stérilisation non mortelle). On décante la 
glycérine de l’émulsion. 10 cent. cubes du sédiment sont finement broyés et 
dilués dans 70 cent. cubes d’eau physiologique a 9 p. 1000 (n H= 7,2 au départ). 
Le courant passe 4 7,5 milliampéres au début et a 9,5 4 la finde lopération, 
le courant étant de 110 volts pendant six ou quinze heures. On préléve a 
VYanode (pH = 5) et 4 la cathode (pH = 7) le liquide avec la gélose qui y 
plonge et on injecte 8 cent. cubes 4 deux poules qui résistent; elles mangent 
chacune un demi-foie sans étre malades, mais succombent plus tard, le 
25 juin, a Vinjeclion intratrachéale de 1/25 de centimétre cube de sang viru- 
lent. Il faut tenir compte que, pendant le passage du courant, l’émulsion 
sédimente et que le liquide injecté méme a la dose de plusieurs cenlimétres 
cubes est une émulsion trés faible. 


Aucune de ces expériences n’a fait apparaitre le germe viru- 
lent. 

Par contre, dans 4 cas seulement, sur un bon nombre d'essais, 
nous avons conslaté qu’un cerveau frais virulent et immuni- 
sant était devenu virulent par vieillissement de deux mois & la 
glaciére dans la glycérine. Ces 4cas ont été obtenus au cours de 
Vhiver 1930-1931 dans des cas d’auto-stérilisation mortelle. En 
voici le détail : 


Le cerveau de 550 est inoculé frais le 22 décembre 1930 a 574 qui devient 
immunisée sans avoir présenté le moindre sympté6me morbide. 

Le 5 mars 1931, il est injeclé sous forme d’émulsion glycérinée a 668 qui 
meurt en six jours, avec symplomes et autopsie caraclérisliques. 

Le cerveau de 557 est inoculé aprés neuf jours de glaciére le 19 janvier 
4931 a 617 qui devient immunisée. Le 5 mars 41931, il est injecté sous forme 
d’émulsion glycérinée 4 669 qui meurl en quatre jours avec symptomes et 
lésions typiques et cerveau virulent. 


(1) N’ayant qu’une installation de forlune, nous noussommes servi comme 
tube en U du filtre terminal de l'appareil & verdunisation de Bunau-Varilla, 
les électrodes y étant reliés comme dans les appareils types par des tubes 
coudés remplis de gélose. 
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Le cerveau de 566 est inoculé frais le 18 décembre 1930 & 519 qui devient 
immunisée. Le 5 mars 1931, il est injecté sous forme d’émulsion glycérinée a 
6710 qui meurt en cing jours avec symplomes et lésions caractéristiques et 
cerveau virulent. 

Le cerveau de 624 du 5 février 1931 a été injecté 4 deux reprises a 636 le 
5 février etle 14 février, et l’a immunisée. Le 6 avril, injecté a 690, il la tue 
en sept jours avec symptomes et autopsie caractéristiques. 


Nous nous sommes apercu pour la premiére fois de ce chan- 
gement apres avoir mélangé 7 cerveaux auto-stérilisés qui, 
individuellement, s’étaient montrés avirulents au cours d’essais 
antérieurs. Ayant constaté que le mélange était virulent, il a 
été procédé & un examen de chaque souche en particulier. 
3 dentre elles élaient devenues virulentes. Mais nombre 
d’autres cerveaux et plusieurs rates de poules auto-stérilisées, 
examinés aprés un séjour égal ou plus long a la glaciére, ne se 
sont pas régénérés. Le fait reste donc exceptionnel. 

Il reste que le cerveau peut devenir, dans les infections 
auto-stérilisables, mortelles ou non, le sige d'un virus ayant 
perdu (au moins temporairement) ses qualités pathogénes. Mais 
dans le premier cas, i] s’agit d’un fait tres exceptionnel. Dans 
une infection se déroulant normalement, aboutissant ala mort 
dans les délais habituels ou & peine prolongés, le cerveau est 
habituellement trés virulent de méme que les autres organes. 
Pourquoi dans certains cas devient-il avirulent? Nous hésitons 
a attribuer cet effet & action pure et simple des leucocytes, 
qui entrent réguliérement en jeu dans tous les processus 
inflammatoires dus au virus pestique; et ce que nous disons ici 
du cerveau, nous pourrions le dire de tous les organes ot nous 
avons observé exceptionnellement la disparition du virus au 
moment de la mort. A un effet exceptionnel, il convient de 
trouver une cause n’entrant qu’exceptionnellement en jeu. Nous 
avons supposé plus haut Vinterventiou d’un agent antagoniste 
du virus qui n’apparaitrait lui-méme qu’exceptionnellement 
dans des conditions trés spéciales. 

Dans le deuxiéme cas, au contraire, c’est-a-dire dans les 
infections auto-stérilisables non mortelles, la transformation du 
virus en vaccin devient un fait régulier et répondant a un 
déterminisme précis : il convient donc de l’expliquer par un 
processus régulitrement présent, au cours des phénoménes 
dimmunité. Or, nous voyons limmunité persister longtemps 
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(sinon toujours), l’activité leucocytaire des organes immunisés 
affecter une allure essentiellement chronique, alors que le 
cerveau va de la virulence & lavirulence (en passant par un 
virus du stade immunisant) avec rapidilé et d’aprés les réinfec- 
tions auxquelles l’organisme est soumis. 

Dans tous les cas observés sauf deux, la mort a paru étre la 
fin normale de la maladie. Dans deux cas, au contraire, nous 
avons eu l’impression que la mort résultait des lésions, & un 
moment ott la maladie semblait décliner, mais ceci se passait 
dans des condilions tout & fait particuliéres. 


Le 24 septembre 1930, la poule 486 recoit4 cent. cube d’émulsion de cerveau 
formolé pendant quarante-quatre heures A 379; le 28 et le 29 septembre, elle 
devient malade; le 30, elle parait endormie comme une poule en convya- 
lescence; le 1¢" octobre, elle est prise de spasmes qui durent toute la 
journée, la téte est tendue en arriére; le 2, son élat parait désespéré, elle est 
butée contre les parois de sa cage, les douleurs sont moins violentes, mais 
reprennent au moindre contact; ce jour-la et le lendemain, elle recoil2 c. c. 5 
de plasma citralé (volume original de plasma d'une poule immunisée) qui la 
calme progressivement. Le 4 octobre, rechute grave; elle est sacrifiée mou- 
rante dansla matinée; autopsie absolument négative. Cerveau, foie, rate et 
sang non virulents. La poule ayant recu deux injections sous-cutanées de ce 
cerveau et exposée A une épidémie fait une infection sévére et guérit. 

La poule 625 est injectée le 31 janvier 1931 du cerveau de T, morte de ma- 
ladie spontanée (avec rate virulente). Le 9 février, ayant parfaitement résisté 
a cette injection, elle recoit une injection de rate de T, conservée dans la 
glycérine; elle devient malade le 14 et 15 février; le 16, elle dort, Ja téte 
enfouie sous une aile, signe habituel de convalescence; du 17 au 19, la 
situation semble s’améliorer; le 20, elle est trouvée morte dans sa cage. 
Autopsie positive : cerveau injeclté avec hémorragie du diploé, mais rate 
petite et pale. Cerveau, foie et rate avirulents. 

La poule 650 quia recu linjection de cerveau de 626, exposée a une conta- 
gion, devient malade pendant quatre a cing jours et guérit. 


Dans les infections mortelles auto-stérilisables, nous avons 
constaté la disparition du « virus virulent » en quatre & cing 
jours (y compris toute I’évolution du processus infectieux) alors 
que, dans les cas dimmunilé, nous le voyons persister 
quinze jours aprés une réinfection. Ce délai prolongé nous 
montre une fois de plus que |'élimination du virus par l’orga- 
nisme obéit & des mécanismes divers. 

En résumé, que la disparition du virus du cerveau ou des 
organes en général soit le fait de ’immunité ou d’un phéno- 
méne mal connu qui, en tout cas, n’empéche pas la mort, on 
peut observer trois phases de cette évolution, a savoir : 
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Cerveau virulent, cerveau immunisant, cerveau indifférent. 

Mais la s’arréte l’analogie entre les deux phénoménes. 

Dans l’auto-stérilisation mortelle, fait exceptionnel et sai- 
sonnier, au moment de la mort, il est de régle que le cerveau 
soit immunisant. Dans quelques cas il s’est montré indifférent ; 
& ce moment les organes abdominaux étaient également 
avirulents; ceci semble s’étre passé au maximum d’exaltation 
du principe qui intervient dans la lutte entre le virus et la 
poule. ; 

Dans I'auto-stérilisation non mortelle des poules immunisées, 
il n’intervient aucun facteur saisonnier. Dans Ja contagion 
naturelle, le cerveau est réinfecté et demeure virulent pendant 
une quinzaine de jours en moyenne; puis il devient immunisant 
et enlin indifférent, et il reste indifférent tant qu’une nouvelle 
infection ne vient pas le réactiver. 

Ces phénoménes ne se manifestent que si on sacrifie a inter- 
valles définis des poules immunisées. 

Mais voici d’autres faits qui confirment la distinction qu'il y 
a lieu d’établir entre les deux processus d’auto-stérilisation. 

Immunisons plusieurs poules par deux injections de vaccin 
actif. Soumettons-les ensuite soit 4 une épreuve identique, soit 
& une €épizootie. 

Une certaine proportion meurt. Si on examine alors les 
organes de ces poules insuffisamment ou mal vaccinées, on 
constale que sowvent le cerveau est le seul organe virulent. 
Pour rendre ces exemples plus saisissants, nous les choisissons 
a dessein pendant la période de décembre 1930, au moment ov 
« sévissait » l’auto-stérilisation mortelle des poules neuves. Pour 
celles-ci, l’auto-stérilisation est, avant tout, l’avirulence du 


cerveau; pour les poules immunisées, le cerveau est généra- 
lement le seul organe virulent. 


Poule 5%!, vaccinée par un vaccin glycériné (venant d'un laboratoire 
étranger 4 l’essai), par deux injections sous-culanées (2 poules sur5 meurent 
a Pépreuve épidémique), le 19 novembre 1930 et le 26 novembre. 

Des le 26 novembre, conformément aux instructions recues, elle mange 
du foie virulent; le 1¢" décembre, la poule X, matade, est mise comme source 


de contagion dans la voliére; le 5 décembre, 541 est malade; elle meurt 


le 6 décembre; autopsie douleuse : foie rouge foncé mais pas gros, pas 
d'injection notable des viscéres. Cerveau virulent, injecté A 544, qui meurt 


le 13 décembre avec cerveau el foie avirulents. Rate, foie et sang avirulents. 
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Poule 522, vaccinée par un vaccin composé de rate glycérinée maintenue 
sept et trois jours 4 37°, le 8 et le 12 novembre 1930. Exposée A la méme 
épizootie que la précédente, le 26 novembre, elle meurt le 21 décembre. Le 
cerveau tue en sept jours. La rate injectée 4 577 est avirulente. Mise en 
voliére le 18 janvier, 577 meurt le 34 janvier. Le foie injecté 4594 est avirulent. 
Mise en voliéere le 18 janvier, 594 meurt le 1°” février. 

Par contre 550, injectée de X (voir plus haut) & deux reprises, meurt avec 
rate el cerveau avirulents; on en conclut, avec vérifications supplémentaires, 
que le cerveau de X n’immunise pas. 

De méme N (voir plus haut) qui a d’abord guéri d'une maladie spontanée 
reste en voliére et meurt le 3 janvier avec cerveau avirulent et rate tuant en 
neuf jours. 


Par contre, plusieurs essais sont faits sur des poules vac- 
cinées avec du foie glycériné. Si on emploie 4 deux reprises 
du foie complétement atténué, la poule ne parait pas incom- 
modée, mais si la deuxiéme injection est faite avec du foie 
partiellement atténué, elle suffit a déclencher la mort. A 
lencontre des poules neuves qui, a celte 6poque, ont le cerveau 
avirulent, elles ont le cerveau et la rate avirulents. A titre 
d’exemple : 

Poule 610, a recu successivement le 17 janvier 1931 du foie mis six jours 
a 37° dans la glycérine, et, le 24 janvier, du foie mis trois jours a 37°; elle 


meurt le 2 février avec tcte bouffie, gros foie et viscéres injectés. Le cerveau 
est virulent et tue en quatre jours, la rate en six jours. 


Liinjection de foie auto-stérilisé, méme au plus fort de la 
période d’auto-stérilisation suffit & empécher l’avirulence du 
ceryeau, 2 un moment oti les poules non préparées l’ont auto- 
stérilisé. 

Poule 549, meurt le 25 décembre, aprés avoir recu deux injections de foie 
de X auto-stérilisé et avirulent a frais, laissé six jours et trois jours 4 37° 
le 30 novembre et le 4 décembre; mise en yvolitre le 8 décembre. Le ceryeau 
tue en quatre jours, la rate en huit jours. 


Voici un exemple ot la rate tue 4 retardement. 


Poule 561 recoit une injection de cerveau frais de poule, le 14 décembre 1930; 
le 148 décembre, elle recoil, par erreur, une injeclion de cerveau virulent et 
meurt le 25 décembre. Le cerveau injecté frais tue en cinq jours. La rate 
injectée le méme jour A 583 la tue en douze jours, soit le 6 janvier, ayec 
cerveau avirulent et rate virulente. 


Mais ces faits que l’on pourrait grouper sous le nom « d’auto- 
stérilisation mortelle des poules immunisées » ne sont pas 
aussi réguliers que les précédents. 
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Ainsi dans la peste aviaire d’Egypte, l’élimination du virus 
réintroduit chez une poule immunisée — auto-stérilisation 
d’immunisation — se fait par étapes successives avec passage 
par unstade immunisant qui semble particulier & cette infection. 

Il est probable que dans les différentes infections & ultra- 
virus, la disparition du virus obéit & des déterminismes tres 
divers et qu'il est trop lot pour en établir une théorie générale 
en présence des faits peu nombreux et divergents qui pourraient 


Jui servir de base. 


CHAPITRE IV 


EPIDEMIOLOGIE 


On peut prendre pour point de départ de l'étude de l’épidé- 
miologie de la peste aviaire d’Egypte, ces deux notions vulgaires, 
qu'une épidémie déclarée dans une basse-cour tue toutes les 
volailles, jusqu’a la derniére, et que la maladie est saisonniére. 


Evolution des épidémies. 


La peste aviaire d’Kgypte est si répandue dans le pays qu'il 
n'y a guére de gens possédant une basse-cour, si réduite 
soit-elle, qui ne l’aient vu balayée, au moins une fois, par une 
épizootie foudroyante qui généralement fait table rase en tres 
peu de jours, sinon en quelques heures. 

Nous-méme au laboratoire sommes régulitrement témoins 
des ravages de cette maladie. Nous achetons nos poules, soi- 
gneusement triées & des fournisseurs réguliers, par lots de 
10 4.12 et les répartissons en cages séparées, généralement 
par 2. Or, dés le lendemain ou plusieurs jours aprés, des morts 
se produisent, qui se succédent rapidement, et si le lot n’était 
pas divisé dés son arrivée au laboratoire, il y passerait tout 
enlier. Méme malgré ces précautions, il n’est pas exceptionnel 
que la mortalité, & certaines périodes, approche ou atteigne 
Je 100 p. 100. 

Comment s’expliquer ete explosion épidémique? 

La ville de Suez avec ses 45.000 habitants consomme, en 
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moyenne, 2.000 poules par semiane. Celles-ci arrivent en 
grande majorité de Haute-Egypte par chemin de fer, entassées 
dans des cages a claire-voie en feuilles de datlier; si une poule 
devient malade, elle a le temps d'infecter ses voisines et, dans 
les vingt-quatre & quarante-huit heures nécessaires pour que 
les animaux soient vendus au marché ou par les marchands 
ambulants, l’épizootie est répandue et la maladie se déclare 
dés aprés l’arrivée au laboratoire. 

Au contraire, si on parvient a se procurer des volailles de la 
campagne de Suez, ot les petites exploitations agricoles sont 
échelonnées le long du canal d'eau douce, méme au fort de 
'épidémie on a des lots indemnes ou irés peu contaminés; ici, 
Vinfection est endémique ou sporadique. Cependant, les petites 
basses-cours fermées sont également exposées & la contagion 
quand on y introduit des poules paraissant indemnes; des 
témoins assurent méme qu’on peut voir l’épidémie éclater sans 
introduction de volailles dans de petits élevages parfaitement 
isolés; une fois déclarée, il est de régle quelle détruise en peu 
de jours tout le poulailler jusqu’a la derniére poule, fait qui 
cadre avec la mortalité quasi absolue de nos inoculations expé- 
rimentales. Dans la mesure cependant de nos observations, il 
semble que lapparition de l’épidémie soit liée & introduction 
dans un milieu indemne d’un porteur sain ou d’un animal en 
incubation. 


Me M..., A Port-Thewfik, a une basse-cour bien isolée de la route, bien 
entrelenue depuis plusieurs années, oti depuis dix mois elle conserve 
48 poules et 1 coq en partie arrivés en ligne droite de Chypre, en partie 
poules indigénes. 

Le 1° mars 1930, elle achéte & un marchand ambulant 3 poules paraissant 
en bon élal; elle les met ensemble dans une caisse a plus de 10 métres de sa 
basse-cour, derriére la maison, de maniére que les 2 poulaillers soient 
séparés par limmeuble. 

Le 10 mars, elle les met avec les autres poules, aprés avoir constaté 
qu’elles sont en parfaite santé Le 15, 5 poules sont malades, elles appar- 
tiennent toutes 4 lancien élevage, 2 meurent !eméme jour. Aussitdt onisole 
les malades, on badigeonne le poulailler a la chaux et on lAche toute la 
basse-cour dans le potager dans l’espoir de voir arréter l’épidémie. Pendant 
cing jours, pas de nouyelles malades, puis !’épidémie reprend, les 3 poules 
importées derniérement sont touchées (donc, aprés les anciennes et plus de 
quinze jours aprés leur arrivée) ;le 23 mars, i] reste une poule apparemment 
saine, qui devient malade le lendemain, et le coq, qui, lui aussi, a déja la 
créte violacée. A cemoment, on introduit 3 poules vaccinées du laboratoire. 
Toutes les autres meurent, le cog traine; puis va mieux, le 30, 34 mars ly 
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est guéri; le 43 avril, il mange le foie entier d'une poule infectée et résiste; 
de méme nos poules vaccinées. 


Nous voyons contirmer ici l’observation courante que l’épi- 
zootie une fois déclarée balaie tout un poulailler; cependant, 
un animal résiste et il acquiert ’immunité. Nous retrouverons 
ce fait tout & l’heure. 

Les nouvelles poules qui ont pris la maladie aprés les 
anciennes avaient dt étre en contact direct ou indirect avec 
des poules malades et devenir porteuses de germes; ou bien elles 
étaient restées saines, c’est-a-dire élaient de vrais porteuses 
saines, ou bien elles avaient fait une atteinte assez bénigne pour 
ne pas entrainer l'immunité, et leur permettre de convoyer du 
virus, ce qui, nous le verrons plus tard, ne semble pas étre le 
cas chez des poules guéries et immunisées, ou bien enfin, on 
peut supposer qu’elles étaient en incubation prolongée; ot 
finit ’incubation et ob commence le porteur de germes ? c’est 
peul-étre une question de mots. 

En voici un autre exemple: — 


Un lot de 10 poules est acheté dans les fermes indigénes des environs de 
Suez, mis dans une cage commune et envoyé au laboratoire le 10 avril 1930. 
Aussitét les poules qui n’ont pas séjourné tout un jour dans leur panier 
toutes ensemble, sont isolées une par une. Le cinquiéme jour, premiére 
mort, le douziéme jour, deuxieme décés sans symptomes la veille, ie cerveau 
de la deuxiéme poule morte est inoculé a 1 poule neuve et la tue en cing 
jours, injecté a 2 poules immunisées il réinfecte leur cerveau (voir plus haut). 
Cette durée d'incubation, sinon isolée, au moins exceptionnelle, montre que 
lincubation peut se prolonger jusqu’a douze jours. 


Il serait intéressant de noter l’influence des infections asso- 
ciées. La variole aviaire, trés fréquente par moments, n’a pas 
d’influence décelable sur le cours de la maladie; par contre, la 
diphtérie aviaire, tres rare, sensibilise fortement les animaux 
inoculés de virus pestique. Nous n’ayons pas rencontré un seul 
cas de choléra des poules. 

Mais quand on serre de prés l’enquéte, on apprend que la 
mortalité des épizooties n’est pas toujours aussi générale. Par- 
fois il resterait quelques poules qui ne sont pas atteintes. 

Le seul cas que nous ayons eu sous les yeux est le suivant : 


M=- H... aune basse-cour de 17 poules indigénes trés bien entretenue. Au 
début de juin 1930, elle achéte 44 poules apparemment saines et les met dans 
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une grande cage distante de sa voliére. Tous les jours, elle nettoie successi- 
vement basse-cour et volitre, et pendant ce temps, elle laisse successive- 
ment aussi sortir les volailles dans une méme courette ombragée, sans 
qu’elles entrent en contact direct les unes avec les autres. Aprés au moins 
douze jours pendant lesquels le nouveau lot n’a montré aucune mortalité, 
elle laisse les 2 groupes de poules se retrouver en méme temps dans la 
courette; trois jours aprés, les 2 groupes sont infectés. Le lot des 47 poules 
anciennes est balayé en quelques jours jusqu’au dernier (le cog mourant le 
dernier); en méme temps du nouveau lot, il meurt 9 poules et il en reste 53, 
2 coqs et 3 poules jeunes qui suivis pendant plusieurs jours ne montrent 
aucun symptome. 


La contagion n’a donc pas pu s’opérer par des germes infec- 
tieux disséminés dans un terrain ot passent successivement 
des volailles, mais dés que les poules se sont trouvées en méme 
temps sur le méme terrain c’est-a-dire en contact direct, |’infec- 
tion latente chez les premieres s’est transmise aux secondes. I] 
faut également admettre la présence du germe chez les pre- 
miéres et les appeler des porteuses saines. 

Il nous a été possible d’expérimenter sur une de ces poules 
ayant ainsi spontanément résisté & la contagion et n’ayant pas 
manifesté le moindre symptéme. Or, cette poule a avalé deux 
fois impunément du foie infectieux. Elle succombe plus tard 4 
une infection sous-cutanée de 1/500 de sang virulent. 

Nous n’avons observé de nos yeux que cette seule épizootie 
ou il est resté des poules spontanément indemnes, mais cette 
observation se trouve confirmée par des témoignages dignes 
de créance. 

Jamais, au laboratoire, nous n’ayons trouvé de poules résis- 
tantes parmi les animaux neufs. 

I] ressort de ces deux expériences une autre notion que nous 
avons plusieurs fois remarquée, c’est l’influence du groupement. 

Dans le premier cas, 3 poules; dans le deuxiéme cas, 
14 poules restent indemnes; mais il suffit de les méler 4 un 
groupe plus nombreux pour voir éclater J’épizootie. 

D’autres fois, il nous est arrivé que des poules maintenues 
dix jours et davantage & raison de 2 par cage restaient parfai- 
tement saines, mais si on les remettait ensemble dans une 
voligre commune, il se produisait des cas. 

Ceci montre une fois de plus combien il est indispensable 
d’opérer sur des poules parfaitement isolées au cours d’expé- 
riences sur la peste aviaire d’Kgyple. 
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VACCINATION EN MILIEU ENDEMIQUE. 


Pour avoir des poules immunisées, nous décidons de les 
injecter dés leur arrivée au laboratoire sans attendre qu’elles 
aient fini leur période d’observation, par la méthode de vacei- 
nation en un temps par cerveau immunisant de poule immu- 


nisée. 


PREMIERE EXPERIENCE. — 8 poules apparemment saines recoivent le 17 mai 
4930, des leur arrivée, une injection sous-cutanée d’un cerveau glycériné 
auto-stérilisé essayé en méme temps sur un témoin, qui montre que ce vaccin 
est immunisant. Elles sont laissées ensemble dans une voliére. 

Le 20 mai: 2 sont malades, meurent le 21. 

Le 23 mai: 4 est malade et meurt le méme jour. 

Le 26 mai : les 5 restantes recoivent dans le pectoral du cerveau desséché 


1fexperience 


qe Gs ce + F + 
6 vaccinées y a 
. Q ee Bees Bees See eS ESTEE ieee 
non isolées gee 2 resistent 
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6temoins isolés = 2° experience 
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non vaccinés = 
6 vaccinées g Qe 
non isolées , as een 4 resistent 


' . 
RR ES 3° experience 
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vaccines aprés 1solement a GS resisient 
yvaccinetion + mort 


Jey 6), 


six jours 4 37° (premiere méthode). 1 meurt une minute aprés. Il en reste 4. 
Le 28 mai: 1 est morte, sans symptomes la veille. 
Le 2 juin: 1 est malade, meurt le 3 juin. 
Le 8 juin: 1 meurt sans symptomes. 
Le 14 juin: la derniére meurt. 


DEUXIEME EXPERIENCE. — L’expérience suivante (faite avee un vaccin plus 
actif) est plus claire parce qu‘il n'y a qu'une injection. 

Le 23 juin, on vaccine avec un mélange de 2 cerveaux auto-stérilisés 
glycérinés, 6 poules arrivées la veille au soir et laissées toute la nuit avec 
5 autres qui serviront de témoins. 

Les témoins sont isolés par 2 et donnent 1 mort le 30 juin. 

Les vaccinées laissées ensemble donnent 1 mort sans symptémes le troi- 
sieme jour, 2 morts le cinquiéme jour, avec symplomes dés la veille, et 
4 mort le sixiéme jour. 

2 poules isolées préalablement avaient été vaccinées avec le méme mélange 
sans mortalité. 

Une troisitéme expérience du méme genre donne des PEELE compa~ 
rables. En voici un résumé dans le tableau ci-dessus. 


ETUDES SUR LA PESTE AVIAIRE D’EGYPTE 233 


Comme il a été dit plus haut, la méthode de vaccination 
employée ici protege aprés quarante-huit heures. Dans I’ expé- 
rience numéro 1, nous avons deux injections vaccinantes succes- 
sives; & la faveur de celles-ci, la mortalité se poursuit et 
aboutit 4 un chiffre exceptionnel de 100 p. 100 en un mois. 
Dans les expériences 2 et 3, nous constatons qu'il y a plus de 
morts chez les vaccinées sans quarantaine que chez les témoins 
ou chez les vaccinées isolées d’abord. 

On est donc en droit de se demander si parmi les poules il 
n’y a pas des porteuses saines qui se stérilisent dans des condi- 
tions favorables, mais qui peuvent amorcer une épidémie si elles 
sont soumises 4 des circonstances défavorables, telles qu'une 
infection intercurrente, une vaccination ou grace a l’encom- 
brement, qui semble étre un facteur de premiére importance 
dans |’épidémiologie de la peste aviaire d’Egypte. 

Mais ce qui est remarquable, c’est que ces porteurs sains 
d’un virus qui ne pardonne pas ne sont pas immunisés; au 
contraire, 4 plusieurs reprises, nous avons remis des poules 
immunisées ou récemment guéries avec des poules neuves et 
jamais elles n’ont introduit la maladie. 

Avant de passer 4 nos épidémies expérimentales, nous vou- 
drions résumer notre conception de |’épidémiologie de la peste 
aviaire d’ Egypte dans un exposé d’ensemble. 

1° En Egypte, il ne nous parait guére devoir exister & aucun 
moment de milieu parfaitement indemne, a part des élevages 
strictement isolés et surveillés. 

2° Dune facon générale, les élevages indigénes paraissent — 
et probablement & tout moment de l’année — infectés de por- 
teurs sains. Vienne un trouble quelconque, et ceux-ci pourront 
ranimer le virus latent et le transmettre 4 leur entourage. Ce 
trouble sera soit un changement de saison, soit un transport 
avec la privation d’eau et la chaleur et surtout l’encombrement 
qui en sont inséparables, soit un mélange de |’élevage avec des 
volailles étrangéres entrainant des coups de bec et des batailles, 
soit enfin une infection intercurrente ou une injection sensibi- 
lisante de vaccin qui sensibilisera un des membres de la com- 
munauté. 

Mais il y a encore a considérer divers degrés de la maladie. 

3° Il existe certainement des infections fugaces, & peine 
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appréciables, ou, pendant quelques heures, on croit voir des 
symptomes de début, tristesse, attilude figée, etc. Elles sont 
particuligrement fréquentes lhiver, quand le matin, tot, les 
poules isolées dans leur cage sans perchoir, grelottent de froid. 
Mais, tantdt ce trouble passager disparait quand le soleil les a 
réchauffées, tantdt il s’aggrave et aboutit 4 une infection 
caractérisée. Le diagnostic individuel de tels cas est évidem- 
ment fort difficile; mais une étude attentive et prolongée 
entraine la conviclion que ces cas ne sont pas rares. 

4° Nous verrons plus loin au cours des épidémies expéri- 
mentales eta propos de la variation de virus, des cas de maladie 
indiscutables ayant été jusqu’é la phase nerveuse, qui ont 
abouti & Ja guérison spontanée, lantot dans les formes plus 
légeres, sans immunilé consécutive, tantédt, si Vatleinte a été 
plus sérieuse, avec immunité persistante; mais ces faits sont 
rarissimes. 

5° Dans la presque totalité des cas, l’évolution est inexo- 
rable et la contagion fatale. 

Nos observations nous portent 4 croire que les porteurs de 
germes [2/ sont trés dangereux, que les cas frustes [3] et les cas 
mortels [5) le sont également; au contraire, le petit nombre 
de cas guéris que nous avons observés /4] ont élé incapables 
de transmettre la maladie. Si paradoxale que paraisse cette 
constatation, il est intéressant de la rapprocher de celle que 
nous avons faite plus haut, 4 savoir que les cas surinfectés 
dont le systeme nerveux est virulent ne sont pas non plus 
contagieux. 


EPIDEMIOLOGIE EXPERIMENTALE. 


Pour débrouiller le cté mystérieux et apparemment contra- 
dictoire de tous ces fails d’observation, il convient de recourir 
aux méthodes de I’épidémiologie expérimentale; on réalise 
ainsi des conditions relativement simples et autant que pos- 
sible comparables. Au lieu d’observer les contagions en masse, 
on les suit en série. 

Toutes les poules, pour ces expériences comme pour les 
autres, doivent ¢tre soumises & un isolement de huit a dix jours 
au moins. Si aprés celte quarantaine, une poule parait bien 
portante, on peut l’employer sans crainte; si l'une d’une cage 
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a deux devient malade, il faut enlever la poule indemne, la 
mettre dans une cage propre et renouveler la période d’obser- 
vation. Nos cages sont des cylindres de téles recouverts d'un 
treillis métalliques ou des cages a parois de treillis & larges 
mailles; aprés usage, elles sont lavées & grande eau et laissées 
au moins vingt-quatre heures au grand soleil de Suez avant 
de servir de nouveau ; ce traitement ne nous a jamais donné 
d’accidents chez des poules garanties par leur quarantaine. 

Nous avons relaté précédemment les résultats de ces expé- 
riences. Reprenons-en une en détail. 


Epidémie n° 2 du 24 mars & la mi-mai 1929. 

Poule 101 : est introduite dans la cage de 89, malade, qui est trouvée 
morte le 25 mars. 

Le 28 mars, 104 est malade avec l’attitude caracléristique, morte !e 29 mars. 

Poule 108: le 28 mars est mise avec 101; malade le 1°" avril, morte le 
2 avril. 

Poule i117: le 1e" avril est mise avec 108; malade le 5 avril, meurt le 
6 avril. 

Poule 122 : le 5 avril est mise avec 117; malade le 9 avril, meurt le 14 avril. 

Poule 126 : le 9 avril est mise avec 122; malade le 12 avril, meurt le 
14 avril. 

Poule 120: le 12 avril est mise avec 126 ; maladele17 avril, sacrifiée in extremis 
le 19 avril. 

Poule 128 : le 17 avril est mise avec 120; malade le 27 avril; le 28 avril, 
elle est nettement mieux, la queue se redresse, elle guérit. 

Poule 142: est mise avec 128 le 27 avril, c’est-a-dire le jour ov 128 donne 
des signes de maladie; elle reste indemne. Cependant, remise en milieu 
contagieux, plus tard elle meurt. 


Cette épidémie peut se traduire par le schéma suivant : 


A) Ss AIO sO as Wel) SS WP) oss OS oss ON) a IS Ses A) 
SEBO, Gpaeia Gebel Feaeye  SeUAe Gees spi Leib. Résiste. 
Le 10¢)., 
quéril, 


Nous avons conslaté la virulence du sang ou du cerveau de 
chacune des poules mortes. Le sang de la poule 120 s’est 
montré virulent au 4/500 au moins. 

Donc aprés un certain nombre de passages, une poule infeclée 
peut guérir. Dans une deuxiéme épidémie expérimentale, ot la 
derniére poule touchée a guéri, nous avons pu constaler dans 
des conditions irréprochables, d’abord sa résistance partielle 
a une premiére contagion et ensuite sa sensibilité 4 une nou- 
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velle contagion ; dans ce deuxiéme cas, l’infection guérie avait 
été nettement moins forte que dans l’épidémie relatée plus 
haut. 


Il. — Influences saisonniéres. 


Il est généralemept admis en Egypte que l’épizootie qui 
décime les volailles est une maladie de la saison froide. Le fait 
est que le froid semble favoriser I’éclosion des infections a 
symptomes bruyants et correspond partiellement a la plus. 
grande fréquence de l’infection. Mais l’arrivée des chaleurs 
n’arréte nullement la vague épidémique. Si nous devions figurer 
par une courbe Vensemble des observations que nous avons 
poursuivies pendant trois ans, cette ligne s’éléverait avec le 
nombre des morts de décembre a mai inclus (le mois le plus 
chaud de l'année) pour descendre trés bas, sinon & 0, pendant 
les mois d’été et d’automne. Mais nous craignons de donner 
Vapparence de la précision & des phénoménes qui n’en com- 
portent guére et nos observations démontrent surtout qu'il faut 
se garder sur ce sujet de généralisations trop hatives. 

Nos expériences commencées en mars 1928 a Alexandrie, 
reprises en aotit de la méme année a Suez jusqu’en 1931, nous 
permettent de fixer les dates suivantes. 

A Suez, d’aott & décembre 1928, il est impossible de trouver 
une poule infectée. Les expériences sont faites avec un 
virus isolé au printemps a Alexandrie; le 41 décembre arrive 
la premiére poule malade et tout un lot acheté en méme temps 
est sévérement décimé; |’endémie continue, prenant 2 47 sur 
10 poules sur les lots achatés successivement au marché, & raison 
de 30 en moyenne par mois. Le virus est stable et régulier et 
tue en quatre & cing jours par inoculation intramusculaire ou 
sous-cutanée. Au début de la saison, on observe 2 ou 3 cas. 
d’infection auto-stérilisée en un mois de temps (voir plus haut). 

Dés le début de juin 1929, la mortalité cesse parmi les poules 
neuves, mais en méme temps se produit un nouveau phéno- 
méne; les poules inoculées meurent régulidrement en deux jours 
a deux jours et demi. Du 15 juillet au 10 novembre, les expé- 
riences sont interrompues. A ce moment, la maladie spontanée 
a disparu et les poules inoculées expérimentalement meurent 
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toujours en deux jours. Nous examinerons tout a l’heure le 
phénoméne dont il s’agit. 

Le 12 décembre, nous obtenons la premiére poule spontané- 
ment malade que nous cherchions depuis un mois. La mort 
arrive de nouveau aprés cing jours et le changement de régime 
est brusque. Tout I’hiver 1929-1930, l’épidémie sévit; nos exps- 
riences s'étant poursuivies sans interruption jusqu’a la fin de 
Yannée, nous avons constaté qu’a partir du mois d’aott il y a 
une forte baisse dans la morbidité, qui s’accentue jusque vers 
la fin octobre ot on n’observe jamais plus d’une mort sur 
10 poules et apres une incubation trés longue. En novembre, 
2 morts seulement, parmi le lot en observation et grace aux 
primes offertes, il en vient quelques rares du marché; toutes 
ces poules, recues avant l’agonie, présentent les symptémes 
typiques, une autopsie négative, le cerveau et généralement 
les aulres organes ainsi que les excreta avirulents et le con- 
trole bactériologique est négatif pour tout autre germe patho- 
géne; dans ce cas la seule preuve de peste aviaire est l’action 
immunisante du cerveau. Deux poules mortes d’inoculation 
virulente ont également le cerveau avirulent. Le 10 décembre, 
on recoit du marché une poule malade dont l’autopsie est posi- 
tive et le cerveau virulent, deux autres de méme les jours qui 
suivent, mais l’épizootie ne se déclare — et brusquement — 
que le 28 décembre. De fin décembre & fin avril il y a des 
poules malades, mais il n’y a pas eu une seule malade de ma- 
ladie spontanée dans notre poulailler. Ces faits ont été discutés 
au chapitre IU. 

Le phénoméne observé en juin-novembre 1929 est strement 
le résultat d’une variation, c’est peut-étre le résultat d'une 
variation saisonniére, ce n’est certainement pas un fait régulier 
dans la périodicité saisonniére de l’infection comme nous 
lavions d’abord pensé, car il ne s'est manifesté qu'une fois sur 
trois saisons observées. Nous en avons fait une étude spéciale. 
Voici 3 expériences qui le caractérisent nettement. 


A. Virus sang de la poule 57, conservé en glaciére depuis le 13 février 1929 ; 
4 frais a tué en cing jours; le 16 novembre 1929 a la dose de 0 c. c. 4, il tue en 
moins de trois jours au passage suivant; 0c. c. 01 de sang mélangé a divers 
organes sains tue des poules neuves isolées préalablement en deux jours 
et demi, deux jours et demi et trois jours et demi et ceci A un moment ot 
il est impossible de trouver une poule malade sur le marché. 
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B. Ce méme virus 57 réinoculé en décembre 1929 et janvier 1930 tue en 
cing jours. 

Cc. Le virus de passage de novembre repris en février 1930 tue encore en 
deux jours. 


Ainsi, on ne peut prétendre que c’est le virus qui a changé 
spontanément, puisque deux mois plus tard, il se montre 
normal, et on penserait & altribuer aux poules la cause de la 
variation comme si les tissus atteints par le virus avaient subi 
un changement, qui est peut-étre lui-méme saisonnier. Mais 
ce virus ayant tué en deux jours garde ses qualités 4 un 
moment ot le virus du dehors est redevyenu normal et tue en 
cing jours d'une facon réguliére. 

1° Ainsi, pendant six mois, la maladie spontanée a disparu; 
on s’attendrait volontiers & observer une alténuation du virus 
et, au contraire, par inoculation ou ingestion, on obtient la 
mort en deux jours. Cette modification s’accompagne d'autres 
changements. 

2° La dose mortelle s’abaisse considérablement. Du 1/5.000, 
elle passe au 1 /200.060. On assiste & une véritable dépolyméri- 
sation du virus. 


Le 8 décembre 1928, on inocule le sang de 234 morte en quarante-six heures 
sous la peau de : 

241 a la dose de 1/10.000, mort le 10 décembre aprés-midi (53 heures). 

240 a la dose de 1/50.000, mort le 10 décembre aprés-midi (83 heures). 

239 A la dose de 1/100.000, malade le 10, ne meurt que le 13 décembre, 
matin (4 jours). 

238 & la dose de 41/500.000, malade le 11 et le 12, parait mieux les 13, 44, 45, 
16, se remet progressivement, le 17, a une allure parfaitement normale et 
guérit; cest le seul cas de guérison spontanée, apres inoculation, que nous 
ayons observe. 

Le 13 décembre, l’expérience paralléle est faite avec une poule 239 morte 
au cinquiéme jour (virus normal); inoculation tue en moins de trois jours, 
mais le 1/50.000, le 1/200.000 et le 1/1.000.060 de centimétre cube de sang ne 
tuent pas. 

En février 1930, le virus 320 (mort en deux jours) tue au 1/200.000 en 
cinquante et une heures aprés deux mois de conservation en glaciére. 


3° Le virus variant est beaucoup plus résistant & la dessic- 
cation que le virus normal. 


Cerveau de 303 desséché sept jours 4 37° tue 325 eu deux jours et demi. 

Cerveau de 303 desséché dix jours a 37° tue 327 en moins de quarante- 
huit heures. 

Cerveau de 303 desséché quinze jours, injecté a 329, ne tue plus. 
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4° La contagion de poule & poule ne se fait plus; elle se 
produit péniblement si plusieurs poules sont réunies. 


Epidémie IV, le 24 novembre 1929. 

216, 218 et 219 malades a la suite d'expériences diverses sont mises 
ensemble dans une cage avec 170, immunisée, et 220, poule neuve. Voici le 
résumé de l’expérience : 


216 ) 220. 
218 > A peine malade, 221, 222, résistent sans symptomes, 
219 } guérit sans immunité. 


On ne peut s'‘empécher de comparer au virus de la peste 
aviaire ce virus tuant au 1/200.000 en quarante-huit heures 
avec un minimum de symptomes et doué d'une contagiosité 
tres faible. L’identité est d’autant plus recevable que le virus 
de la peste aviaire d’ Egypte tuant en cing jours 4 dose beaucoup 
plus forte immunise contre la peste aviaire, et réciproquement. 

M. Staub de l'Institut Pasteur a eu l’obligeance de nous 
envoyer du virus authentique avec lequel nous avons observé 
VPimmunité croisée avec la peste aviaire d’Egypte. D’autre part, 
M. T. M. Doyle du ministére de l'Agriculture de Londres a bien 
voulu nous confirmer que le virus que nous lui avions envoyé 
a sa demande était « sérologiquement idenlique » aux virus 
de peste aviaire qu'il entretient & son laboratoire et différe, 
par conséquent, du virus de la maladie de Newcastle avec 
lequel la longue durée de 1’infection offrait quelque analogic. 


Poule 49 vaccinée par une injection de cerveau n° 43 (auto-stérilisée) 
recoit le 26 janvier 1929 0 c. c. 25 de virus de rate glycérinée de 43, viru- 
lente et le 4 mars 0 c. c. 03 de virus-sang de peste aviaire et résiste, alors 
que le témoin meurt en cinquante et une heures. 


En présence de cette variation, notre premicre idée avait été 
que si l’endémie disparaissait pendant l’été en Egypte, c’était 
par suite des changements divers que nous venons d’enre- 
gistrer; l’été on se trouvail ainsi en présence d’une nouvelle 
infection non viable par manque de contagion; viennent 
& changer certaines conditions climatiques et le virus chan- 
geant de caractére, l’infection redevenait contagieuse. Les 
données sur 1928 ne permettaient pas de se prononcer, mais 
en 1930, & un moment owt nos observations se sont poursui- 
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vies toute l’année sans interruption, le fait ne s'est pas répété. 
La diminution de morbidité et de mortalité de la peste 
aviaire n’est donc pas attribuable & un mécanisme unique. 
A un point de vue biologique plus général, l’observation de 
cette variation de virus dans les circonstances qui viennent 
d’étre signalées nous parait des plus intéressantes. 


III. — La peste aviaire d’Egypte est-elle contagieuse? 


En Europe et aux Etats-Unis, on n’a pas trouvé d’explication 
définitive & la transmission de la peste aviaire. Les travaux de 
Marchoux {22}, de Doerr et Pick [1], nient la contagion. Doerr 
et Zdansky |{2|, bien qu’ayant réussi & transmettre la maladie 
per os dans 15 p. 100 des cas, expérimentalement, concluent 
que « l’infection per os ne joue probablement aucun rdéle dans 
les conditions naturelles ». La cohabitation n’a pas non plus 
permis & ces auteurs de réaliser |’infection spontanée. 

La derniére hypothése tentée par Ch. Todd pour expliquer 
la contagion par voie sexuelle ne nous parait pas & retenir. 
Quand on introduit une poule malade dans une basse-cour, 
elle est réguliérement accueillie & coups de bec. On peut évi- 
demment supposer que le cog lui fasse un autre accueil, pen- 
dant la période d’incubation ou qu’un cog en incubation puisse 
saillir des poules saines. Mais si Todd a réussi trois fois sur onze 
la transmission de coq & poule ou inversement, il serait inté- 
ressant de savoir dans quelle proportion il aurait oblenu la 
transmission entre volailles de méme sexe. Cest l’expérience 
témoin qui semble avoir été oubliée. Le contact sexuel, s’il 
a eu lieu, et l’auteur n’est pas explicite & ce sujet, n’empéche 
pas d’ailleurs les autres contacts. 

Nous avons montré précédemment [43] comment la peste 
aviaire d’ Egypte mérite d’étre distinguée de la peste d'Europe. 
Depuis, nous avons vu que les deux virus donnent l’immunité 
croisée, mais la contagiosité est trés différente dans les deux 
variétés de peste aviaire. 

En effet, la maladie d’Egypte se transmet régulitrement par 
ingestion de virus et par cohabitation. Les expériences qui pré- 
cédent ont fait mention des exceptions, & savoir : 
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a) Pour la cohabitation, une expérience précilée, le virus 
1929 et les fins d’épizootie ; 

6) Pour Vingestion de virus, les foies virulents par injec- 
tion et avirulents par ingestion 4 la suite de certaines infec- 
tions atténuées, les cas d’auto-stérilisation et la filtration des 
organes virulents. 

Mais ces exceptions, que nous rappelons pour montrer qu’elles 
ne nous ont pas échappé, confirment cette regle presque absolue 
que, dans des conditions normales, la cohabitation pendant 
vingt-quatre heures d’une poule saine avec une poule malade 
provoque une infection mortelle et rapidement transmissible, 
et ingestion de virus-foie, rate, cerveau, sang, fientes donne 
un résultat identique. Si on ajoute a cela que la peste d’Egypte 
évolue en cing jours au lieu de deux, allongeant la période 
d’élimination des matiéres diarrhéiques et d’abondantes sécré- 
tions respiratoires, il parait aussi simple que logique de consi- 
déver la peste aviaire d' Egypte comme une maladie se trans- 
mettant par voie digestive. 

Mais a cette maniére de voir s’oppose une constatation for- 
melle. Quand des poules immunisées sont exposées & une 
épizootie, nous avons vu que sans aucun symptoOme extérieur 
leur cerveau redevient virulent a l'exception des autres organes. 
Au contraire, si des poules immunisées mangent une forte 
quantité de virus, leur cerveau ne devient pas virulent, mais 
d’embiée il devient immunisant. Par quelle autre voie serait-il 
done possible de rendre virulent le cerveau d'une poule immu- 
nisée? On y arrive, nous l’avons vu plus haut, par injection 
sous-culanée de virus. 

Alors de deux choses l'une, ou l’intervention d'un parasite 
piqueur réalise lintroduction sous cutanée du virus, ou il 
existe des voies naturelles de pénétration du virus capables de 
rendre sa virulence au cerveau d'une poule immunisée. ; 

Logiquement, il convient de chercher au plus simple : on 
peut infecter une poule de maniéres trés diverses : le dépdt 
d'une goulte de sang, méme dilué, dans les narines, sur l’il, 
sur le cloaque, sur la peau nue, sans les léser aucunement, 
provoque la mort & coup stir. Nous avons essayé ces diverses 
voies d’accés. 

1° La peste aviaire d’Egypte serait-elle lransmise par voie 
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respiratoire? C'est peu probable, étant donné l’obstacle que 
crée un simple treillis & larges mailles. Le dépot d'une goutte 
de sang sur les narines chez une poule immunisée rend le 
ceryeau immunisant mais non virulent. Craignant que des 
narines le sang n’ait gagné le tube digestif, on a injecté le 
virus directement dans la trachée a travers une boutonniére 
de la peau du cou. Mais le cerveau reste indifférent. 

2° La voie oculaire ne réussit pas mieux. 

3° La friction sur la peau nue d’un tampon d’ouate imprégné 
de sang virulent ne réactive pas davantage le cerveau. Il est 
bien démontré que la friction de virus sur la peau nue, sous 
Vaile, est un moyen stir d’infection et pourtant il nous a été 
impossible d'infecter par friction d’un cadavre contre une poule 
saine, méme en promenant vigoureusement contre les plumes 
d'une poule neuve la téte ou le bec d'une poule ayant eu un 
exsudat nasal abondant. 

4° Le dépét de sang virulent sur le cloaque est une épreuve 
stirement mortelle, mais qui ne réactive pas le cerveau d’une 
poule immunisée. Ajoutons, en réponse a la théorie de Ch. Todd, 
que nos €pizooties expérimentales de peste aviaire d’Egypte 
se sont déroulées entre poules, éliminant ainsi la possibilité 
d'une infection par voie sexuelle. 

En résumé, l’ingestion de virus par une poule immunisée 
rend son cerveau immunisant (voir plus haut), les autres voies 
directes d'introduction le laissent indifférent ou faiblement 
immunisant. Aucune méthode directe ne rend le cerveau 
virulent. 

Ayant ainsi éliminé par l’expérience successivement toutes 
les possibilités de contact direct, on est amené a rechercher si 
les parasites sont capables de provoquer la virulence du cer- 
veau en faisant pénétrer le virus sous la peau. 

Kn raison du fait que l'introduction d’une poule malade ou 
porteur de germes dans un poulailler déclenche 1’épizootie, il 
faut admettre que parmi les parasites possibles, ce sont les 
parasites du corps qui interviennent (poux); les parasites atta- 
chés au gite (argasidés) et les parasites nomades (moustiques 
et mouches piqueuses) étant exclus. 

L’observation montre que vingt-quatre et trente-six heures 
apres la mort, on trouve les poux encore yivants sur le cadavre 
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de leur héte. S’il est possible qu'une partie ait émigré, il en 
reste encore une grande quantilé et la plupart ont & ce moment 
quitlé le contact immédiat de la peau pour se porter sur le 
bord superficiel des plumes. Au lieu de se sauver, si on cherche 
a les capturer, ils semblent disposés 4 quitter le cadavre refroidi 
pour se porter sur la main. Pendant ces vingt-quatre & trente- 
six heures, ils pondent encore. 

On peut & la rigueur admettre que dans un laboratoire bien 
tenu, ou les cages sont lavées 4 grande eau apres usage et ott 
les cadavres sont enlevés aussitét que possible aprés la mort, 
on ne laisse pas aux poux le temps de quitter l’héte mort 
pour chercher a gagner les hétes voisins. On peut, a la 
rigueur, supposer que grace 3 l’encombrement et au contact 
direct, l’échange des poux soit favorisé et, par suite, la diffu- 
sion du virus. Les porteurs de germes seraient dans ces condi- 
tions des porteurs de poux infectés qui n’auraient pas infecté 
leur hdte (on se demande pourquoi), mais seraient capables 
d'infecter un hdte nouveau sur lequel ils passeraient par simple 
caprice. Ces poux seraient donc capables de retenir le virus 
vivant pendant plusieurs jours. Il est difficile d’expliquer dans 
ces conditions comment une poule récemment guérie ne 
transmet pas la maladie. D’autre part, bien que la maladie soit 
réguligrement transmissible, il nous est arrivé souvent de 
trouver des cadayres absolument privés de parasites. Si peu 
engageante que paraisse donc l’hypothése d'une transmission 
par les insectes piqueurs, il faut pourtant l’éprouver. 

Nous avons & plusieurs reprises porté des poux (de 15 & 40a 
la fois) de poules mortes infectées sur des poules saines : ces 
poux élaient bien vivants et n'ont pas été touchés, étant enlevés 
avec la plume & laquelle ils étaient accrochés et déposés sous 
Vaile de la poule immobilisée. Or, tous ces essais ont été néga- 
tifs. Ne signalons que pour mémoire les thrombididés qui sont 
trés rares et qui, pas plus que les argasidés absents ne trouve- 
raient guére de gite convenable dans les cages & fond métal- 
lique ou dans un enclos a sol cimenté. Quant aux moustiques, 
ils n’ont été abondanls au Laboratoire que pendant J’automne 
1930 & un moment ov la peste aviaire était tres rare; d’une 
facon générale, la périodicité saisonniére de la peste aviaire est 
inverse des saisons ou pourraient abonder les moustiques. 
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Ajoutons enfin que nous avons percuté fortement — et sans 
succes — la téte de nos poules en expérience, pour nous assurer 
que le traumalisme ne jouait aucun réle favorisant sur la réacli- 
vation du cerveau. 

Ainsi l’expérience se déclare — d’accord avec l’observation 
— contre le réle transmetteur des parasites. Puisque la clinique 
nous pousse & accepter le transfert direct du virus, nous 
sommes autorisés & swpposer que la peste aviaire d’Egypte se 
lransmet par contagion directe, mais sans pouvoir préciser 
davantage et sous réserve de la réaction du cerveau, qui chez 
une poule immunisée devient virulent aprés contagion et ne 
le devient jamais aprés une réinfeetion artificielle ne traversant 
pas la peau. 


RESUME ET CONCLUSIONS (4). 


1° La peste aviaire alfecte, en Egypte, un type spécial qui 
mérite d'étre distingué de la peste aviaire classique; celle évolue 
beaucoup plus lentement (cing jours pour la maladie expéri- 
mentale); elle est trés contagieuse par contact et par inges- 
tion; cependant, les deux virus donnent l’immunité croisée. 
(est une seplicémie mortelle qui envahit d’abord le systéme 
circulatoire et les diverses exerétions et plus tardivement le 
névraxe; 4 la mort, tous les organes sont virulents. Le virus 
prélevé dans les divers organes ou tissus présente des moda- 
lités reconnaissables par filtration, vieillissement, chauflage, 
mode d’administration, et les virus modifiés provoquent des 
infections modifiées. 

Le virus a été étudié au point de sa résistance a divers agents 
physiques ou chimiques. Il est transmissible au moineau; le 
pigeon, le canard, l’oie sont expérimentalement réfractaires. 
La dose mortelle ne dépasse pas 1/10.000 de centimétre cube. 

2° L'immunité naturelle et limmunité naturellement acquise 
nexistent pratiquement pas. On réalise une solide immunité 
en injectant a la poule deux doses successives de virus cerveau 
alténué par dessiccalion pendant six, puis trois jours. Le virus- 


_ (1) Y compris les faits essentiels publiés précédemment et quiil a paru 
inulile de répéter, ici, pour éviter d’allonger ce mémoire. 
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ceuf et le virus-testicule donnent le méme résultat; la rate et le 
foie desséchés ne donnent pas d’immunité. 

Cette spécificité tissulaire du vaccin s’élargit dans l'’atté- 
nuation par le formol ou la glycérine. La rate formolée ou 
glycérinée immunise parfaitement. Par contre, le foie atténué 
par dessiceation, le formol ou la glycérine n’a jamais donné 
Pimmunité. 

3° Excepltionnellement, on observe des infections spontanées 
ou produites expérimentalement ot au moment de la mort, le 
cerveau est avirulent; les autres organes étant généralement 
virulents. La mort se produit dans les délais normaux. Injecté 
a frais, ce cerveau avirulent immunise. 

On a trouvé 3 cas en décembre 1928-janvier 1929, puis des 
cas nouveaux en assez grand nombre et pour ainsi dire a 
volonté de novembre 1930 a& février 1931. Au cours de cette 
derniére période, on a eu |’impression d'une vague épidémique 
au cours de laquelle l’évolution de la maladie élait plus ou 
moins troublée. Dans un certain nombre de cas, le virus était 
absent du cerveau et des organes et le cerveau immunisait mal 
et irréguligrement. Progressivement, les cas se sont reproduits 
avec rate virulente, cerveau immunisant, puis se sont montrés 
plus rares pour disparaitre complétement en mars 1931. Le fait 
pourrail pouvoir s’expliquer que par |’existence d’un principe 
antagoniste du virus, a périodicité saisonniére qui, aprés que 
les lésions cellulaires ont été produites, neutraliserait le virus 
in situ. Dans 4 cas, le cerveau immunisant est redevenu viru- 
lent aprés un vieillissement de deux mois. 

4° Si une poule immunisée est fortement réinfectée, elle 
peut devenir malade et mourir. Dans ce cas, généralement, le 
virus se retrouve au cerveau seul. Elle peut aussi faire une 
maladie légére ou grave et guérir. Dans ce cas, dés la guérison 
amorcée, le virus disparait rapidement. Mais, le plus souvent, 
elle ne fait pas de réaction visible. Si la réinfection s’est faite 
par contagion ou par injection, le virus se porte rapidement 
au cerveau qui devient virulent, quelques jours plus tard 
immunisant, enfin indifférent. Si la réinfection se fait par 
ingestion ; le cerveau devient immunisant d’emblée, puis aprés 
quelques jours perd son pouvoir immunisant. Les autres voies 
de réinfection ne donnent au cerveau qu’ua pouvoir immuni- 
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sant médiocre ou nul. Ces réactions sont indépendantes des 
facteurs saisonniers. 

3° Maleré la mortalité quasi absolue de la peste aviaire 
d’Egypte déclarée, on y trouve des porteurs de germes sains 
el nonimmunisés. Avant la période cliniquement décelable de 
la maladie, ils sont sensibles & une injection vaccinale et, au 


contraire, se slérilisent spontanément par isolement prolongé. 


Ils jouent un réle important et mal connu dans 1‘¢pidémiologie 
de linfection. 

6° On peut réaliser expérimentalement des épizooties en 
série qui toujours s’arrétent au bout d’un certain nombre de 
passages, sans que le virus perde expérimentalement de sa 
virulence. 

7° La peste aviaire d’Egypte regne réguligrement de décembre 
a mai-juin; elle est rare ou absente en été et en automne. Sur 


trois années d’observation dans des conditions identiques a . 


Suez, on a observé, & deux reprises, qu’a la fin de la période 
indemne ou au début de la période épidémique, intervenait le 
facteur d’auto-stérilisation saisonniére étudié précédemment; 
on n’a pas jusqu’éa présent compris sa relation avec la pério- 
dicité de l’épizootie. En 1929, pendant les six mois d’été et 
d’automne, ce phénoméne ne s’est pas manifesté et la peste 
aviaire avait disparu. En méme temps, la maladie expéri- 
mentale mettait en évidence une variation du virus qui rendait 
la peste aviaire d’Egypte absolument méconnaissable de la 
peste aviaire vraie. Bien que ce virus fit stable et ait pu se 
conserver, la maladie a repris ses caractéres habituels dés la 
premiére quinzaine de décembre. 

8° Cliniquement, la peste aviaire d’Egypte parait bien &tre 
une maladie contagieuse par contact direct sous réserve que, 
chez les poules immunisées, aucune infection artificielle, sauf 
par injeclion sous-cutanée, n’a pu rendre le cerveau virulent 
comme le contact direct dans les conditions naturelles. Les 
parasites n’ont pu transmettre la maladie. Il n’a été tenu 
compte que des poux; étant donné que I’épizootie peut étre 
déclenchée par une poule saine conservée plusieurs jours 
isolée et que la maladie est hautement transmissible, ce sont 
les seuls parasites du corps qui, étant donnée leur fréquence, 
puissent étre soupconnés. Ces soupcons paraissent injustifiés, 


————E 
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